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第一章  胚胎移植新进展 
Bin Wu 
Arizona Center for Reproductive 


























































种风险（Tang Pedersen et al.,2012）。更重要的是某些常规 IVF 方案可能导致重度卵巢
过度刺激综合征的妇女因为症状严重甚至需要住院治疗（罕见）。不管怎样，这种技术需要
花更多的时间取卵其结果往往是因为每个取卵周期获卵数较少或仅有一个卵可用，导致每
个取卵周期的妊娠率很低。所以，这种方案仅用于年龄小于 30 岁的年轻妇女或大于 40 岁
的妇女。在这本书中，回顾了卵巢刺激的影响及其产生机制，并且对如何减少卵巢刺激对
2

















































































胚期在各大生殖中心已经成为一种常规做法。相比卵裂期移植 (Gardner and 
Schoolcraft，1999；ovačič et al.,2004)，囊胚培养的好处在于以形态学为基础选择胚
4
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第二部分 最佳卵巢刺激方案        
第二章  IVF 周期中卵泡微刺激方案和自然周期方案 
Jerome H. Check Cooper Medical School of Rowan University, Department of Obstetrics and 
Gynecology,Division of Reproductive Endocrinology & Infertility, Camden, New Jersey USA 
1．引言 





















要因素，在有正常排卵的女性，卵泡的颗粒-膜细胞可以上下调节 FSH 受体水平，FSH 与卵
泡的颗粒-膜细胞发生复杂的相互作用。FSH 受体的上下调节作用又与促性腺激素释放激素
（gonadotropin releasing hormone，GnRH）的波动密切相关，GnRH 脉冲式的分泌 FSH 和




成为成熟的卵母细胞。而没有足够 FSH 受体的卵泡，随着血清中 FSH 的不断降低，逐渐走
15







在一个卵泡发育成为成熟 MⅡ卵母细胞之前，大量卵泡产生 E2，E2 水平不断增加可以
诱导 LH 峰的生成。IVF 中常规的卵巢刺激方案是从月经周期第 2～3日开始用 225～300 IU




2.2 卵巢储备功能和血清 FSH、LH 
卵巢窦卵泡计数是指早卵泡期窦卵泡的数量，这是衡量卵巢储备功能的一个指标。两
种主要抑制垂体分泌 FSH 的激素是 E2和抑制素 B。窦卵泡产生少量的 E2和抑制素 B，窦卵
泡数目少的女性由于抑制素 B的分泌减少，月经第 2、3日的血清 FSH升高[1]。 
正常卵巢储备功能的女性，月经周期第 3 日的血 FSH＞LH 并且 FSH≤11 mIU/mL。对于
卵巢有超过正常数量窦卵泡的患者，由于雄烯二酮不断转化为雌激素使总的雌激素水平不
断增加。雌激素对垂体正反馈的作用使 LH 分泌增加，而对垂体负反馈作用使 FSH 分泌减
少，最终使 LH/FSH比值不断升高，超过 1.8︰1。 
















取 卵 前 卵 泡 已 经 提 前 释 放 的 风 险 。 人 绒 毛 膜 促 性 腺 激 素 （ human chorionic 
gonadotropin，hCG）在自发性 LH 升高前应用，但 hCG 的应用要在不影响卵泡的成熟及卵
母细胞质量的基础上。 
为了避免 LH 峰提前出现并获得最好的优势卵泡，一些 IVF 中心在优势卵泡发育到接
16
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近 14 mm 的时候，增加 75 IU 的 FSH，加用或者不用 GnRH 拮抗剂。在使用 FSH 的自然周期
中，也可以使用 GnRH 拮抗剂方案来防止卵泡的过早黄素化，一种方法是用 3 日 GnRHa，如
月经第 2～4 日，GnRHa 的应用可以阻止晚卵泡期的 LH 峰的提前出现[3-4]。实际上，GnRHa
轻微刺激卵泡发育，卵泡的持续发育需要月经周期第 5 日开始的低剂量 FSH 的作用。另一
种方法是用稀释剂量的 GnRHa 和低剂量的 FSH 从早卵泡期开始应用，这就是所谓的微刺激
效应[5]。  
温和刺激方案是先用抗雌激素药物来募集少量的窦卵泡，再给予低剂量的 FSH 或者是
FSH/LH 的组合药物。例如：我们从月经周期第 3～7 日或者第 5～9 日用枸橼酸克罗米芬
100 mg/d，最后一日开始加 75～150 IU FSH[6-8]。其他的抗雌激素药物如他莫西芬和芳香
化酶抑制剂来曲唑可以代替克罗米芬用于促排卵[9-10]。温和刺激也可以从月经周期的第 3～
5 日开始直接用 75～150 IU 的 FSH 或者是女性绝经后促性腺激素（human menopausal 
gonadotropin，HMG），并加用 GnRH 激动剂或者拮抗剂。必须指出在拮抗剂方案中，如西曲
瑞克 （cetrorelix）或者加尼瑞克（ganirelix），可以增加 FSH大约 75 IU的用量。 
3.2 常规的卵巢刺激方案 
有几种常规的 COH 方案。生殖中心经常从黄体中期或者是从月经周期第 2 日开始应用
GnRH 激动剂。所谓的点火效应是利用 GnRH 激动剂在晚卵泡期促性腺激素抑制作用发生前
的早期激发作用。有些患者也可以在晚卵泡期当卵泡≥14 mm 时加用 GnRH 拮抗剂。在常规
的 COH 中 FSH 起始剂量是 225～300 IU，不常规添加 75～150 IU 的 LH。许多 IVF 中心用
225～300 IU 的 FSH 诱导多个卵泡发育，然后减少 75～150 IU，减量的 FSH 继续刺激已发
育的卵泡，使未发育的小卵泡闭锁。当有两个主导卵泡达到 18～20 mm 时，我们用 hCG 来
诱发排卵。有时 GnRH 激动剂可以代替 hCG 促进内源性的促性腺激素释放，减少 OHSS 发生
的风险[11]。 
3.3 高剂量 FSH 刺激方案 
高剂量的 FSH 刺激方案是指 FSH 起始剂量超过 300 IU。在大部分生殖中心，这种方案
常用于既往卵巢反应差的患者，目的是增加卵泡的反应。  
4．各种卵巢刺激方案的优势——卵巢储备功能正常 





















另外，一些生殖中心通过胚胎植入前遗传学诊断（ preimplantation genetic 
diagnosis，PGD）在胚胎移植前选出染色体正常的胚胎，而完成这一过程需要更多的卵母























有的不孕因素都已经排除，但一直没有受孕。她在 3 个最好的 IVF 中心有 10 个 IVF-ET 周




 Kerin 等[22]人认为在 IVF-ET 周期中，排卵期前卵泡自发排卵后不会引起黄体功能缺
陷。然而，早在 1980 年，Edwards, Steptoe 和 Purdy[23]发表文献，所有促排卵刺激周期
的黄体功能都会有异常。Edwards 等[23]公布了他们的研究数据，认为 GnRH 激动剂和拮抗剂
18




与 GnRH 激动剂对垂体抑制作用的延迟恢复有关，在 GnRH 拮抗剂周期垂体功能能够迅速恢
复，但是仍然存在黄体功能不足，我们需要应用黄体酮或者是 hCG来提高妊娠率[24]。 
近来被广泛认可的理论依据是：COH 和 IVF-ET 周期的黄体功能不足和早黄体期多个黄
体分泌的超生理剂量的激素有关，它们通过负反馈直接抑制了垂体和下丘脑的 LH的释放。 
Bourgain 和 Devroey[25]总结了 FSH 在促排卵后对子宫内膜的不利影响。相对于自然




induced blocking factor ,PIBF）的免疫调节蛋白在 COH 后早于早黄体期可以被检测到。
PIBF 在母胎界面的γ/δT 细胞表达，同时抑制了自身的自然杀伤细胞活性的表达。在一定













赞助这样一个研究，常规 FSH 刺激和微量 FSH 刺激对比的大量前瞻性 RCT 研究成为不可
能。 





估每次促排卵后妊娠率的同时，也有必要考虑到 COH IVF-ET 周期中所有冷冻胚胎的移植率
[12]。 
我们的数据来自于超过 10 年大样本回归性研究，对卵巢储备功能正常的患者进行常规
刺激和温和刺激的比较（数据在 2011 年日本东京举行的 IVF 世界年会上进行交流）。这些
数据是建立在患者所花费用减少 50%及 FSH 药物的费用减少 50%的基础上的。两种方案的结
果没有明显区别（表 1 和表 2）。如果不考虑新鲜或者冷冻胚胎移植，第一次胚胎移植妊娠
19






一个较高的妊娠率（32.5% vs. 26.7%, P ＜0.05）。 
表 1.新鲜周期胚胎移植的妊娠率 
 高剂量刺激周期 低剂量刺激周期 
取卵年龄 总数 ≤35 36～39 总数 ≤35 36～39 
取卵例数 859 536 323 396 265 131 
移植例数 678 418 260 288 194 94 
临床妊娠例数/移植例数（%） 44.5 50.2 35.4 43.8 51.0 28.7 
继续妊娠例数/移植例数（%） 39.8 46.4 29.2 41.3 47.9 27.7 
活产例数/移植例数（%） 36.1 41.9 26.9 38.5 44.8 25.5 
着床率（%） 27.0 32.1 19.7 30.0 34.6 20.1 
 
表 2.第一次新鲜周期或冷冻周期胚胎移植的妊娠率 
 高剂量刺激周期 低剂量刺激周期 
取卵年龄 总数 ≤35 36～39 总数 ≤35 36～39 
取卵例数 790 498 292 342 238 104 
临床妊娠例数/移植例数（%） 43.5 49.2 33.9 44.4 49.6 32.7 
继续妊娠例数/移植例数（%） 39.4 45.8 35.4 41.8 46.6 30.8 
活产例数/移植例数（%） 35.7 41.2 26.4 39.2 43.7 28.8 
着床率（%） 26.0 31.0 18.6 29.8 33.0 22.2 
 
表 3.每个获卵周期的妊娠率 
 高剂量刺激周期 低剂量刺激周期 
取卵年龄 总数 ≤35 36～39 总数 ≤35 36～39 
临床妊娠例数/移植例数（%） 55.9 64.4 41.8 48.2 57.0 30.5 
继续妊娠例数/移植例数（%） 49.2 58.0 34.7 44.4 52.5 28.2 




的减少，抑制素 B 分泌减少，提前发育的卵泡分泌的 E2 水平升高，最终导致月经第 3 日
FSH 升高。随着生育年龄的增大，女性卵巢的卵泡更容易发生错误的减数分裂，导致胚胎











经第 3 日 FSH 水平升高者，妊娠率很低[40-43]。很多大的 IVF 中心认为，年轻的患者伴有






技术的情况下，其中在 11.7%的排卵者中 1年内最少能达到 28%的妊娠率（19/68)[47]。一部
分患者我们可以用雌激素和促性腺激素来降调节 FSH 受体，随后再用低剂量的促性腺激素
治疗[47]。年龄≤39 岁的雌激素升高的患者，血清 FSH 平均值为 18.9 mIU/mL,在没有接受
辅助生殖技术的情况下，临床妊娠率和妊娠超过 6 个月所占比例分别为 46.1%及
34.6%[48]。不仅 FSH＞100 pg/mL 有月经的患者在没有任何辅助生殖技术的帮助下都能自然
妊娠[49]，而且有明显更年期症状的且 FSH 水平达到 164 mIU/mL 的患者[50],甚至是更年期妇
女出现明显的卵巢萎缩者都可以自然妊娠[51-52]。有一个 40 岁女性，伴有更年期、闭经、雌
激素缺乏症状很多年，FSH 达到 124 mIU/mL（甚至有时达到 180 mIU/mL），曾经做了 4 次
供卵的新鲜周期胚胎移植均未受孕，但是通过降低升高的 FSH 和提高卵巢对促性腺激素的
敏感性，而成功受孕[53]。在 2011 年美国生殖医学年会上，我提供了一组关于年龄≤37 岁
且月经周期第 3日 FSH＞15 mIU/mL 的患者用自然周期或者是温和刺激周期加用黄体支持方
案的相关数据。临床妊娠率和活产率分别是 41.6% (n=24)及 33.3%，以 FSH 正常为对照组
（月经周期第 3日 FSH≤8 mIU/mL），对照组的妊娠率和活产率分别为 70.8%和 62.5%。  
据报道，有研究者对伴有输卵管问题的围绝经期患者，在降低 FSH 水平和恢复少量剩
余卵泡的敏感性的基础上，诱导排卵达到成功受孕[54-55]。一名有月经且第 3 日 FSH 升高的
患者，在 8 年时间里做了 4 个周期的 IVF-ET-ICSI，共生育了 3 个孩子[56]。Roberts 等[45]
的研究认为，患者 FSH 超过 15mIU/mL 均不能活产，即使有足够的卵巢刺激和形态正常的胚
胎。他们认为，高 FSH 使好的卵母细胞的大量减少及剩余卵母细胞质量下降相当于大于 45
岁妇女的卵母细胞[45]。由此可见，尽管有卵母细胞的严重消耗，此类患者有活产的孩子证
实了这个结论是不正确的[45-47]。 
近来，有一个对 IVF 人群中卵巢储备功能下降且血清 FSH＞15 mIU/mL 的患者进行研
究，该研究是通过第 3 日胚胎的的卵裂数及碎片指数来评估妊娠率和着床率[57]。这个研究
只是针对单一胚胎移植的患者，如果超过 6 个分裂球（占到移植的 65%）每个移植周期有
40%的临床妊娠率及 31.7%的活产率，而移植 4 或 5 细胞胚胎时仅有 3.8%和 9.5%的妊娠率
[57]。 
大部分 IVF 中心正常卵巢储备功能的患者的控制性超促排卵是从月经周期第 2 日或第
3 日以最少 FSH 225 mIU/mL、大部分 300 mIU/mL 起始。当对于卵巢储备功能下降的妇
女，大部分生殖中心会增加 FSH 的起始剂量，以获得更多的卵泡。但是这部分人群对高剂
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者是外源性的促性腺激素存在抵抗，血清 FSH 的升高使 FSH 受体的调节作用下降[58]。外源
性的雌激素可以降低血清中的 FSH，下调 FSH 受体，然后患者在内源性或者外源性促性腺
激素的作用下促进优势卵泡进一步发育[59]。也有人认为，单纯雌激素就可以改善卵泡对
FSH 的敏感性，而不用再下调 FSH 水平。但是，相反的是，高促性腺激素闭经的患者可以
通过用 GnRH激动剂或者拮抗剂来达到降低血清 FSH水平，最后成功诱导排卵[47,59-60]。 
在细胞水平，经常会出现过量的激素刺激的反向调节，这样就可以解释为什么高剂量
的 FSH 刺激会有很少的卵泡发育，而微量的 FSH 刺激反而卵巢反应很好。一个很好的例子
是一例医源性更年期患者经用克罗米芬来提高内源性的 FSH，停克罗米芬后，她能有 3 个
优势卵泡发育，且 E2＞800 pg/mL[61]。可能的解释是，温和刺激和常规剂量及高剂量外源
性 FSH 刺激方法相比，能够促进更多的优势卵泡发育。另外在 IVF 人群中的差异没有统计
学意义。 





对卵巢储备功能下降的患者，温和 FSH 刺激方案是利用患者自身升高的 FSH,而不再另
外添加外源性的 FSH。对接近更年期的妇女，通过降低血清 FSH 水平来恢复卵巢颗粒-膜细





是在不加用外源性 FSH 的前提下，使卵泡自然发育[55]。如果 FSH 只是轻微的升高，卵泡的
发育不够快，这时可以给予低剂量的 FSH（75～150 IU）。同样，如果仅有 1～2 个窦卵
泡，且 FSH降至正常范围，这时可以用低剂量的促性腺激素（FSH或者 FSH/LH混合物）。 
前面提到的高 FSH 的人群研究，92 个起始刺激周期均是自然周期，然后单胚胎移植
[57]，其中 60 个周期成功获卵。数据的分析是依据起始的周期，不包括周期取消的病例，
周期取消可能和药物价格便宜，没有发育成熟的卵母细胞，或者在取卵前排掉，周期取消
率在常规刺激或高 FSH 刺激没有太大差别。60 个卵母细胞中有仅 19 个（33%）发育成为可
移植胚胎，有 21%的临床妊娠率和 16%的活产率。 
另外一组选择增加一定剂量的促性腺激素有较好的妊娠结局，70%(80/116)发育成为成
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断升高可以降低早卵泡期 FSH 的水平，再加用 75～250 IU 的 FSH,这组患者一般会有超过
一个的胚胎可移植。 
如果月经周期第 3 日的 FSH 轻度升高，正常的温和刺激方案是从月经第 5 日起始用
75～150 IU FSH 和后期加用 GnRH 拮抗剂。卵巢储备功能下降不太明显的患者对药物的反
应要好些，大部分进入周期的患者可以取卵、移植。我们的数据给出了和年龄相关的流产
率，而不是 FSH水平（2011 年发表在 Pacific Coast Reproductive Society ）。我们对比
了年龄和 FSH的升高对妊娠率的影响，表 4 是年龄≤39 岁的年轻女性，表 5是年龄在 40～
45 岁。直到 43 岁以后，当用温和刺激促排卵，FSH 水平才会影响到活产率。这个数据在所
有 IVF 的患者中通过评估流产患者的非整倍体性获得的。正常 FSH 病例组是在其它生殖中
心多次 IVF 均未受孕再来我中心的，而高 FSH 病例组由于月经第 3 日高 FSH，既往均未在
其它中心做过 IVF，因此数据可能存在一定偏差。 
表 4.年轻组妇女年龄及 FSH 水平与妊娠率的关系 
年龄 ≤35 36～39 
基础 FSH 水平（mIU/mL） ≤11 12～14 15～17 ＞17 ≤11 12～14 15～17 ＞17 
移植例数 2,120 111 37 88 1,313 120 47 93 
活产例数/移植例数（%） 45.2 42.3 48.6 45.5 33.4 35.0 29.8 36.6 
流产例数/移植例数（%） 11.9 13.9 13.3 12.8 17.2 11.4 7.1 22.9 
 
表 5.高龄组妇女年龄及 FSH 水平与妊娠率的关系 
年龄 40～42 43～44 
基础 FSH 水平（mIU/mL） ≤11 12～14 15～17 ＞17 ≤11 12～14 15～17 ＞17 
移植例数 737 103 30 65 121 30 18 25 
活产例数/移植例数（%） 23.1 20.4 30.0 27.7 24.0 10.0 0.0 8.0 
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Kolibianakis 等[44]在 78 个改进的自然周期中，先是以 100 IU 的 FSH 起始，当卵泡≥16 
mm 后加用加尼瑞克，并没有激素水平的测定，没有一例活产。以上结果可能和 hCG 应用太
早，卵泡没有完全成熟有关。Kim 等[67]发现低剂量 FSH 刺激周期活产率为 13.5%，而高剂
量 FSH 刺激周期活产率为 16.7%。这个研究并不支持高剂量的 FSH 刺激方法妊娠结局较差
的观点。但是，需要指出的是每日 225 IU 的 FSH 是一个低剂量，而大部分生殖中心对卵巢
储备功能下降的女性经常用更高剂量的 FSH。  
另一个回顾性研究，针对关于自然周期和常规及高剂量的 FSH 周期的妊娠率比较，所
选都是卵巢反应差的患者，最终都只有一个胚胎可移植。作者报道在自然周期有 20%




在 IVF-ET 中正常卵巢储备功能的患者，温和刺激和常规 FSH 刺激方案中活产率没有差
别。但是考虑到 OHSS 的风险和所花费用，卵巢储备功能正常的患者可选择温和刺激的方





FSH 水平，而是利用内源性或者外源性的雌激素来降低 FSH 到正常水平，然后再用 FSH 刺
激。 
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应用，由此可以减少促性腺激素的用量，使外源性激素的干扰最小化 (Fauser & van 
Heusden，1997)。另一方面，在GnRH拮抗剂刺激周期可以使用GnRH激动剂来替代绒毛膜促
性腺激素(human chorionic gonadotrophin,hCG)进行扳机，可以减少OHSS的发生。用拮抗剂
方案，OHSS可以被完全消除，甚至在获卵很多的高反应患者(Humaidan et al.,2011)。 
    尽管有以上新的卵巢刺激方法，但获卵数目仍然被认为是每个MAR周期结局的重要预测
指标。但是在关于卵子的数目和MAR妊娠结局关系的相关研究中，结果是相互矛盾的





    如果移植一个以上的胚胎，多胎妊娠是MAR中最常见的并发症。因此，近年来社会学家
提倡MAR技术的目标是实现单胎妊娠(欧洲人类生殖及胚胎学会(European Society of Human 















重组FSH（Gonal-f®, Serono International SA, Geneva, Switzerland)/HMG(Menopur®, Ferring 
















SPSS17.0统计学软件(SPSS Inc, Chicago IL)。 
4.1 每个取卵周期的分布 
在6,989个研究周期中，共获得61,793个卵子。获卵的中位数为8 [四分位数间距(IQR) 











为，获卵数量对于胚胎移植后的妊娠率没有直接关系 (Letterie et al.,2005；Yoldemir et 
al.,2010)，其他的报道则认为妊娠率随着获卵数的增加而增加。在这些研究中最佳的获卵





















获卵数 1～5 6～10 11～15 16～20 ＞20 总计 
周期数 2,396 2,405 1,269 544 375 6,989 
年龄(SD) 36.1(2.4)a 33.8(4.6)b 32.6(4.2)c 32.2(4.4)c 32.0(4.2)c 34.2(4.7) 
既往MAR周期数(SD) 2.0(2.4)a 1.6(2.1)b 1.5(1.9)bc 1.4(1.9)c 1.3(1.6)c 1.7(2.2) 
获卵数 7,765 18,823 16,061 9,571 9,573 61,793 
受精卵(2PN) 4,910 11,552 9,668 5,686 5,510 37,326 
D2胚胎 4,837 11,352 9,454 5,565 5,381 36,589 
移植周期 2,027 2,241 1,213 513 332 6,326 
D5胚胎移植 14.0%a 69.4%b 86.7%c 92.6%d 94.3%d 58.2% 
取消周期 15.4%a 6.8%b 4.4%c 5.7%bc 11.5%ab 9.5% 
移植胚胎 3,502 4,040 2,123 828 489 10,982 
冷冻胚胎 295 2,212 2,544 1,982 2,150 9,183 
临床妊娠 532 954 638 286 184 2,594 
平均受精率 75.6%a 77.2%ab 77. 6%ab 79.3%ab 83.8%b 77.3% 
妊娠率/周期 22.2%a 39.7%a 50.3%c 52.6%c 49.1%c 37.1% 
妊娠率/移植 26.3%a 42.6%b 52.6%c 55.8%c 55.4%c 41.0% 

























获卵数 1 2～3 4～5 总数  
周期数 305 983 1,108 2,396  
年龄 37.9(4.2)a 36.7(4.4)b 35.2(4.6)c 36.1(4.6) P＜0.001 
既往MAR周期 2.0(2.4)a 2.1(2.7)a 1.9(2.2)a 2.0(2.4) P＞0.05 
应用过促性腺激素（IE） 2,979a 2,789b 2,518c 2,692 P＜0.001 
获卵数 305 2,467 4,993 7,765  
受精卵（2PN） 212 1,574 3,124 4,910  
D2胚胎 205 1,532 3,100 4,837  
移植 185 828 1,014 2,027  
D5移植比例 0.5% 3.0% 25.4% 14.0%  
取消周期 39.34% 15.77% 8.48% 15.40% P＜0.001 
移植胚胎 186 1,368 1,948 3,502  
冷冻胚胎周期 0 41 254 295  
临床妊娠 16 184 332 532  
平均受精率 78.2%a 75.0%a 75.8%a 75.6% P＞0.05 
妊娠率/周期 5.30%a 18.70%b 30.00%c 22.20% P＜0.001 
妊娠率/移植 8.70%a 22.20%b 32.70%c 26.30% P＜0.001 
囊胚冷冻周期 0%a 3.30%b 15.10%c 8.30% P＜0.001 















































反应差，仅获得１个卵子，移植周期取消率高达 40%（表 1 和表 2）。这也减少了可用于移
植的胚胎，降低了可用卵子的质量 (Tarlatzis et al.,2003)。另一方面，卵巢高反应的
患者周期取消率显著增加，尤其是获卵数超过 20 个。由于周期取消率增加，妊娠率和分娩
率在获卵超过 20 个的患者也是降低的(表 1 和图 2)。和以上结论一致，近来的研究认为，
以获得尽可能多的卵子为目的显然是没有意义的 (van der Gast et al.,2006；Sunkara et 
al.,2011)。由于高 OHSS 风险进行全胚胎冷冻这个因素没有排除在外，使我们的分析受到限
制。由于卵巢过度刺激的风险导致低妊娠率和高胚胎移植取消率。根据文献报道，当获卵
数达到 20 个时，OHSS 发生率大约为 15%，而且风险随获卵数增加而增加 (Reljič et 
al.,1999；Verwoerd et al.,2008)。另外，有证据证实高雌激素水平也影响胚胎的发育潜能

















(Blake et al.,2007；Kovačičet al, 2002；Papanikolaou et al.,2008)。我们还需要对不同的胚胎
培养和移植的方法做进一步研究。 
 
















每个周期的妊娠率和分娩率相当(Kovačič et al.,2002；Vlaisavljević et al.,2001)。近期的研究
37
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着床率 43.9% 53.1%a 37.6%b 16.6% 15.1%cd 19.2%c 11.3%d 31.2% 
继续妊娠
/移植 
43.1% (626)43.1% (912)43.2% 18.6% (92)11.6% (313) 
22.8% 
(84)17.9% (1,663)32.9% 
双胎 24.5% (8)1.7% (303)38.1% 17.6% (1)1.4% (49)20.1% (19)25.3% (380)22.8% 
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Ivan Grbavac， Dejan Ljiljak and Krunoslav Kuna University Hospital Center "Sisters of 
Mercy"， ZagrebCroatia 
1. 引言 
     卵巢过度刺激综合征（Ovarian hyperstimulation syndrome，OHSS）是因应用外源
性促性腺激素而引起的卵巢增大而产生的一种复杂的临床综合征。严重的患者可出现大量
腹水、卵巢显著增大、胸腔积液、电解质紊乱、低血容量性低血压、少尿、血液浓缩和栓
塞等症状（Madill JJ et al.,2008）。中重度的卵巢过度刺激综合征在所有卵巢刺激周期




(Goldsman MP et al.,1995)。内源性或外源性的人绒毛膜促性腺激素（Human chorionic 
gonadotropin，hCG）是OHSS早期发挥作用的因素。hCG作用于黄体，黄体产生血管活性物
质使血管通透性增加(Chen SU et al.,2010)。 
OHSS的主要病理特征是血管通透性增加，导致体液、蛋白质和电解质进入腹膜腔 




























































功能，包括蛋白综合征、抗凝血因子的丢失（Fabreuges F et al.,1999)。 





及肝脏的功能失衡(Selgas R et al.,2010)。 









蛋白的浓度（Villasante A et al.,2007)。钙黏着蛋白是一种可溶的细胞黏附分子，其在





























近来，血管内皮生长因子（ ，VEGF 做为 病
理生理过程中的一个重要因子被研究。 是一种具有血管活性的糖蛋白（细胞因子），其
刺激血管内皮细胞增殖，增加细胞渗透性和促进血管再生。
近来研究表明， 是 发生的主要扳机因素，可能是 症状出现的主要刺激因
素。随着 的清除， 的相应症状也会缓解 。 可以增加人












根据 发生的起始时间， 分为早期和晚期，能够有效的判断预后。早期 是
指 诱发排卵后 日，外源性 促卵泡成熟后的蓄积作用可能刺激卵巢发生过度反应。晚



















                   卵巢增大，直径＞12 cm* 
极重度                    张力性腹水或胸腔积液 
                   血细胞比容＞0.55% 
                   白细胞计数＞25,000/mL 
                   少尿/无尿 
                   血管栓塞 
                   成人型呼吸窘迫综合征 
*由于辅助生殖技术中卵泡穿刺的影响，严重OHSS和卵巢大小可能不一致。 
5.危险因素 
OHSS发生的高危因素(Enskog A. et al.,1999) ： 
      * 年轻 
      * 低体质量指数 
      * 多囊卵巢综合征 
      * 高敏体质 
      * 窦卵泡数目多 
      * 高剂量的促性腺激素 
      * 高雌激素水平或者雌激素水平迅速增高 
      * 大量的优势卵泡 
      * 获卵数多 
      * 大剂量hCG的应用 










83%，特异性为84% (Papanikolau EG et al.,2006)。 
6.预防 
预防OHSS的关键是诱导排卵的经验和对OHSS危险因素的认识。 
对OHSS危险因素提高警惕 (Practice Committee of American Society for Reproductive 
Medicine, 2008) : 
* 迅速增加的Ｅ2水平 
* Ｅ2的水平超过2,500 pg/mL 










低卵泡液VEGF水平，因此可能会阻止OHSS的进展(Tozer AJ et al.,2004)。 
此方法对于高反应的患者诱导排卵是个不错的选择，可以避免周期取消，避免发生重
度的OHSS。虽然coasting后OHSS仍会发展，但是发生率和严重程度会降低。但是，过长的






























容积和血细胞比容有影响，反而使腹水和胸水更严重（Isikoglu M et al.,2007)。 
6.7 非甾体药物应用 
     近期研究表明，低剂量的阿司匹林（100 mg/d，在第一日卵巢刺激时开始服用）对于














生(Garcia-Velasco Ja etal.,2009)。  





临床和实验室的患者数量减少(Lazendorf SE et al.,2006)。 
试验表明，进行IVM的PCOS患者每次胚胎移植率为20%～54%，着床率为5.5%～34.5% 




















































压）等并发症，有的患者需要进入特护病房(Alper MM et al.,2009)。 
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- -精子染色质结构 (精子核蛋白) 
- -精子生成过程中DNA 损伤 
- - 细胞凋亡 
- - 氧化应激 (睾丸和睾丸后因素) 
- - Y 染色体微缺失 
- - 中心体 (表观遗传因素) 







































细胞 倍性/染色体数目 过程 
精原细胞 二倍体/46 精母细胞发生 
初级精母细胞 二倍体/46 精子细胞发生（第一次减数分裂） 
次级精母细胞 单倍体/23 精子细胞发生（第二次减数分裂） 
精子细胞 单倍体/23 精子发生 






































































(MACS，Miltenyi Biotec GmbH, Germany)。 
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(Hassold et al.,1980)，在中期和晚期妊娠流产者中，非整倍体率相应降低到15%和5% 
(Simpson，2007)。在活婴中约0.5%～1%显示存在非整倍体 (Gardner and Sutherland，











































































之间的指环结构所维持，是由来自于黏连蛋白复合体的蛋白所形成的 (Gruber et 
al.,2003)。黏连蛋白复合体在着丝粒附近，由黏连蛋白shugoshin和sororin组成。
Shugoshin位于近着丝粒区(Lee et al.,2008)。 





and Kleckner, 1998； Scherthan， 2001； Bass, 2003)。花束的形成需要肌动蛋白
(Trelles-Sticken et al.,2005)。每条染色体靠近各自的同源染色体。如果端粒没有附着
于核膜和 /或没有形成花束，配对和基因重组就会发生改变 (Trelles-Sticken et 
al.,2000)。花束状结构存在于细线期末和整个偶线期，在粗线期消失。已配对且同源间的
基因发生重组后的染色体分布在全部核膜表面，但仍然附着在一起。当端粒与核膜分离
















描述 (Fawcett, 1956)。SC (图 2)是一种蛋白结构，带有3个纵体，2个侧体 (LE)，1个中
央体 (CE)。侧体可在前面的细线期观察到，中央体提供SC的稳定性(Hamer et al.,2006；
Bolcun-Filas et al.,2007)。侧体平行于中央体，2个侧体距中央体的距离相同。侧体伸
出于核膜。SC的结构被纤细的横丝(TF)所完善，横丝连接侧体并垂直于侧体和中央体。每
个侧体与一对姐妹染色单体相连。同源染色体连接紧密，二者之间距离约100 nm (Zickler, 
2006)。 
侧体由蛋白SYCP2 、SYCP3 和黏连蛋白复合体组成，包括涉及减数分裂的β-SMC1、
REC8 和STAG3 (Revenkova and Jessberger, 2006)。蛋白SYCE1、SYCE2 和TEX12 被中央












匀一致发生的 (Petes, 2001；Nishant and Rao, 2006；Buard and de Massy, 2007)。 
热点活动并非由局部DNA序列所决定(Neumann and Jeffreys, 2006) ，因此在基因
重组中存在着表观遗传调控。决定基因组热点位置的因素和机制尚不清楚。据信热点是重
组的最小功能单位。要想发现热点，分辨能力必需达到100～200 kb。越接近端粒，越易发
生基因交换 (Lynn et al.,2004)，有人通过光镜观察认为热点是染色体交叉(交换)的基础 
(Nishant and Rao, 2006)。每个交叉只有2条同源染色单体交叉在一起，其他2条不参与。
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3.1.2 分裂中期 I 
此阶段核膜消失，同源染色体对(二倍体)沿着纺锤体的赤道排列。二倍体染色体有2个
着丝粒和4条染色单体。每条同源染色体最少需要1个交叉用于正确分离。 












































beta可导致不育 (Revenkova et al.,2004)。横丝上缺少SYCP1蛋白可造成染色体匹配而无
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1组 为FISH检测组(n= 1,813；100%) 
该组不育患者的染色体核型正常，用于FISH检测的精子数量足够。 
2组 为睾丸活检组 (n= 216；100%) 
因不育或配偶流产，该组患者在过去3年内都曾行睾丸活检，染色体核型均正常。精液
检查结果从无精症到正常精液都有。 









精子标本在甲醇/醋酸溶液(3:1)中固定，玻片在二硫苏糖醇(DTT)(5 mmol/L) 和 








体精子百分比加上二倍体精子百分比）(Blanco et al.,1996)。 
每个患者最少分析1,000个精子(2种探针各500个精子)。统计学分析用卡方检验，P＜
0.05有统计学意义。染色体异常频率用百分数和95%可信区间表达。对照组结果已经发表
(Blanco et al.,1997)。 













7.5.1 1组. FISH 检测组(n=1813) 
1,813例患者中，1,576例 (86.9%) 结果正常，237 例 (13%)异常。图 6,7,8 显示
FISH 结果和精液检查结果的关系。 
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表 I. 睾丸活检减数分裂检测结果 
 
诊断 例数 % 
正常减数分裂 67 31 
仅有 Sertoli 细胞 16 7.4 
仅有第一次有丝分裂前期细胞 31 14.3 
异常减数分裂 42 19.4 
嵌合 60 27.7 
合计 216 100 
 
表Ⅱ.减数分裂异常情况 
减数分裂异常 例数 % 
PI 期异常匹配 6 14.2 
二价染色体联会消失 14a 33.3 
交叉点数量减少 3 7.1 
MⅠ 期存在单价染色体 11b 26.2 
XY 分离 2 4.7 
MⅠ期超倍体 5 11.9 
MⅡ期二倍体 1 2.3 
合计 42 100 
a)4例患者次级精母细胞中存在二倍体，2例患者的全部联会消失, b) 2例患者XY对分离 
PI, MI和MII（细胞位于分裂前期I、分裂中期I和II） 
 



































分裂前期I 分裂中期I 分裂中期II 
1 无 738 20 8 正常 正常 正常 
2 无 205 10 3 正常 正常 正常 
3 无 203 25 6 正常 正常 正常 
4 无 157 50 17 正常 正常 正常 
5a 无 121 15 3 正常 正常 无 
6 无 116 30 40 正常 正常 无 
7b 无 104 5 18 正常 正常 无 
8 无 85 55 17 正常 正常 无 
9 无 57 25 18 正常 正常 无 
10 无 1.1 40 38 正常 正常 无 
11c 无 0.7 0 4 正常 正常 无 
12 无 0.13 0 8 正常 正常 无 
13 6 564 60 47 正常 正常 无 
14 2 495 50 16 正常 正常 正常 
15 4d 161 50 18 正常 正常 无 
16 2e 154 40 23 正常 正常 无 
17 2 90 30 16 正常 正常 无 
18 3f 0.5 30 9 正常 正常 无 
 
a左侧精索静脉曲张；b单侧小睾丸；c单侧隐睾；d 1例患者的13号染色体三体，1例患者核型为46, 













平由每条染色体单独控制而非在细胞水平控制(Templado et al., 1981)。在全部细胞的二 
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况 精液分析 减数分裂结果 
病例
号 例数 
精子总数 活力 形态 
分裂前期 I 分裂中期 I 分裂中期 II (x106) （%） （%） 
1 无 1,721 45 19 PA（部分） 2-3联会消失的二价染色体 bc 无 
2 无 670 45 17 正常 2-4单价染色体 a 无 
3 无 363 40 4 PA（部分） 2-3联会消失的二价染色体 b 无 
4 无 330 40 9 正常 2-4联会消失的二价染色体 b 无 
5 无 287 11 33 正常 2-6单价染色体
a和 2-3联会消失
的二价染色体 b 无 
6 无 265 3 3 正常(70%)， 
PA(30%) 
正常(70%), 完全联会消失(30%)d 无 
7 无 192 35 27 正常 2联会消失的二价染色体 b 无 
8 无 159 40 7 正常 23 二价染色体 d 无 
9 无 88 15 5 PA（部分） 1联会消失的二价染色体 be 无 
10 无 77 50 21 正常 正常(75%),完全联会消失(25%)d 无 




12 无 28 35 4 PA 2联会消失的二价染色体 ace 无 
13 无 17 15 11 PA 无 无 
14 无 10 25 34 正常 无 无 




16 无 9 65 23 PA（部分） 2-4单价染色体 a 无 
17 无 4 16 2 正常 2-3联会消失的二价染色体 ce 无 
18 无 0.2 8 10 正常 23 二价染色体 d 无 




20 3 1,716 40 54 正常 2-3联会消失的二价染色体 b 无 
21 5 489 40 25 正常 2-4 单价染色体 a 无 
22 3 218 30 11 正常 
23 二价染色体 d和 23 
无 
正常二价染色体 
23 4 208 50 35 
四倍体 
四倍体 (部分) 1二倍体 -12% 
24 5 198 15 19 PA（部分） 
2-4单价染色体 a和 2 
无 
联会消失的二价染色体 abe 
25 4 73 55 20 PA（部分） 2-3联会消失的二价染色体 c 无 









PA：配对异常；a小； b中等； c大； dXY配对早期分离； e1例患者核型为92, XX,XY 
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FISH检查结果异常 例数 (%) 
二倍体 7 41.1 
二倍体和二体性性染色体 3 17.6 
二倍体和二体性常染色体 a 3 17.6 
二体性性染色体 2 11.7 
二体性常染色体 b 2 11.7 










有很高的染色体畸变率(Almeida and Bolton, 1998)；另一种可能是胚胎不能植入，会引
起流产或娩出不健康婴儿 (Giorlandino et al.,1998)。 
在能生育的男性中，每条染色体会检测到大约0.1%的二体型，8号染色体低一些 
(0.03%)，而性染色体高一些(0.27%) (Templado et al.,2011)，包括一个非常高的 








已 有 报 道 OAT 患 者 中 精 子 非 整 倍 体 增 加 (Devillard et al.,2002 ； Lee et 
al.,2002)。另外，在常规精液检查中出现低精子总数(Templado et al.,2011)或异常精子
形态(Calogero et al.,2002)等单个异常结果的患者中，可见到精子非整倍体增加的报
道。不过，并非所有作者都在异常的精子活动 (Calogero et al.,2001)或形态和非整倍体
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术 。 使 用 IMSI 技 术 (Intracytoplasmic Morphologically Selected Spermatozoon 
Injection)将为如何选择显微注射的精子带来更好的方法。ICSI中，可以用16,000 x来选
择用于注入卵母细胞的精子，从而代替标准的400 x。现已发现精子核内的空泡与非整倍体
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1. 引言 
近二十年来，卵细胞浆内单精子注射（ICSI）已经成功的应用于男性不育症的治疗





的尾部注入卵细胞浆内可能导致精子核解聚（Dozortsev et al.，1995；Markoulaki et 
al.，2007）。另外，我们还应该注意到 ICSI 可能会增加注入遗传或功能异常精子的风险
（Sakkas et al.，1997；Bonduelle et al.，2002；Marchesi，2007；Schatten，2009；
Heytens et al.，2009；Navarro-Costa et al.，2010)。鉴于以上原因，为了使 ICSI 技
术风险最小化，此程序中有任何新进展都是可喜的，这些新进展可以帮助操作者复原一些













·肌酸激酶（CK），富含于精子细胞质中（Cayli et al.，2003）。 












缺乏 ZP和 HA 的结合位点，因此不成熟精子不能使卵母细胞自然受精。 
3. 透明质酸筛选精子 ICSI 
自然过程中，透明质酸（HA）参与精子的筛选机制，因为只有已经排出特异受体以结
合到 HA 上的成熟精子才能够接近卵母细胞并使之受精。在体外研究中 HA 也被公认为“生
理性选择因子”。有研究证实在体外能够结合到 HA 上的精子是那些已经完成质膜重塑、细
胞质挤出和核成熟的精子（Cayli et al.，2003；Huszar et al.，2003；2007）。而且，
结合 HA 的精子具有更好的形态（Prinosilova et al.，2009；Parmegiani et al.，
2010a），它们在非整倍性或 DNA 碎片方面也表现为低风险（Parmegiani et al.，
2010a）。因此，在 ICSI 之前用 HA 选择精子可以优化治疗的结局（Parmegiani et al.，
2010a，b）并且还有很多其他好处： 
·在实际操作过程中，结合 HA的精子更容易被注射针吸取（Balaban et al.，2003） 
·含有 HA 的培养基对注射后的受精卵的发育没有负面影响（Van den Bergh et al.，
2010） 
·由于其天然属性 HA 可以被卵母细胞代谢（Balaban et al.，2003；Barak et al.，
2001；Van den Bergh et al.，2010） 
至少，在 ICSI 前处理精子时 HA 作为一种更天然的替代品要优于人工合成的塑胶聚乙
烯比咯烷酮（PVP）。在大多数辅助生殖中心，PVP 被常规用于 ICSI 操作过程中，以减低
精子活力，并且人们认为 PVP 可能对卵母细胞有毒副作用（Jean et al.，1996；2001）。 
任何 IVF 实验室都很容易制备“自制”HA-捕获精子选择体系（Huszar et al.，
2003；Nasr-Esfahani et al.，2008）。然而，目前专门为精子-HA 结合选择而设计的两
种备用的体系可以由市场提供： 
·底部有 HA 水凝胶微粒的塑料培养皿 (PICSI® Sperm Selection Device，
MidAtlantic Diagnostic - Origio，Måløv，Denmark)； 
·含 HA的黏性介质(Sperm Slow™，MediCult–Origio) 
这种用 HA 结合的精子（使用 HA-黏性介质或 HA-培养皿）进行 ICSI 的新方法已经被定
义为“透明质酸筛选精子 ICSI”（Parmegiani et al.，2010a）。 
由于这些精子-HA 结合选择体系易获、高效并且被批准用于 IVF (Parmegiani et 
al.，2010 a；2010 b；Mènèzo，2004；Worrilow et al.，2007；2010)，所以 IVF 中心可
以选择最合适自己中心的体系。黏性介质需要制备微滴这一特定步骤来优化 HA-捕获精子
的选择（Parmegiani et al.，2010b）；而“透明质酸筛选精子 IMSI”比 PICSI 更实用，




3.1 PICSI 操作步骤 
PICSI 皿为预置 3 个粉化 HA 微粒的常规塑料培养皿。通过将 5μL 的新鲜培养基加到






到 HA微粒表面上，并且绕着其头部旋转。（图 1） 






在 PICSI 中，结合 HA 的精子（*）通过其头部固定于皿的底部，其尾部在头部周围大
幅度摆动。相反，未结合 HA的精子以各种各样的运动方式自由地在培养基液滴中游动。 
 
3.2 精子制动操作方法（Parmegiani et al.，2010b） 
在培养皿（塑料或玻璃底）中，用吸管将 2 μL 处理后的精子悬液液滴连接到 5 μL
新鲜培养基液滴上。同时，用吸管将 5 μL 精子减速剂液滴连接到 5 μL 新鲜培养基液滴






3.3 “透明质酸筛选精子 ICSI”的临床有效性 
已证明，注入 HA-捕获精子可以改善胚胎的质量和发育，因为可以顺利选择核正常及
DNA 完整的精子：实际上，HA-ICSI 的优胚率高于传统的 PVP-ICSI 并且胚胎发育率也明显
增高（Parmegiani et al.，2010a）。而且 HA-ICSI 可以加快费时的 IMSI（Parmegiani 
et al.，2010a）。迄今为止发表的例数最多（428 例患者）的研究（Parmegiani et 








用吸管将 2 μL 处理后的精子悬液液滴连接到 5 μL 新鲜培养基液滴上。同时，用吸管将 5 μL 精子





Worrilow 等（2007）发现与常规 ICSI 相比，PICSI 可以明显改善受精率和胚胎质量并





例）。近来，对 2014 例 HA-ICSI 和 1920 例 PVP-ICSI 进行历史性对照研究显示生理性
ICSI在胚胎质量和妊娠率上均没有显著的增加（Mènèzo et al.，2010）。 
Van den Berg 等（2010）用前瞻性随机的方法将 HA 结合（HA+）或未结合（HA-）的
精子分别注入 407 个第二次减数分裂中期（MⅡ）的卵母细胞内，发现受精卵评分没有差
异。我们的团队（Parmegiani et al.，2010c）对这个研究的伦理方面产生了质疑，因为
这个研究中注入了未结合 HA 的精子，所以存在染色体畸变的遗传风险。 
总而言之，以上引用的大部分研究认为应用 HA 制动介质或 HA-皿的生理性 ICSI 可以
改善临床结局（Parmegiani et al.，2010a； 2010b；Worrilow et al.，2007；2010；
Nasr-Esfahani et al.，2008）。至少，在所有的研究中生理性 ICSI 从来没有对 ICSI 的





局有暗示性有利结果，HA 应该作为 ICSI 前的“生理性”精子选择的首选，因为 HA 能够降
低遗传并发症并且没有任何毒副作用（Parmegiani et al.，2010c）。 
FR: 受精率; EQ: 胚胎质量; PR: 妊娠率; IR: 种植率; MR:流产率; ND: 未描述 
表 1.关于注入 HA-捕获精子的研究 
作者 HA体系 治疗或患者的例数 HA-ICSI 结局 
Menezo et Nicollet，2004 SpermSlow 92 HA-ICSI 比较 110 PVP-ICSI 无差异 
Sanchez et al.， 2005 N.D. 18 HA-ICSI与对照组比较 无差异 







Van Den Berg et al.，
2009 
SpermSlow 44 对夫妇 同胞卵：HA+比较 HA-精子 无差异 
Parmegiani et al.，2010 
a 
SpermSlow 125 HA-ICSI 比较 107 PVP-ICSI EQ提高 
Parmegiani et al.，2010 
b 
SpermSlow 331 HA-ICSI 比较 97 PVP-ICSI EQ， IR提高 
Worrilow et al.， 2010 PICSI 215 couples: PICSI 比较PVP-ICSI EQ提高 
Menezo et al.， 2010 SpermSlow 2014 HA-ICSI比较1920 PVP-ICSI 无差异 
4. 结合透明带的精子 
不成熟精子中含有低密度的 ZP 结合位点和 HA 受体（Huszar et al.，2003）。结合
ZP 的人类精子显示的属性与 HA-捕获精子相似，包括最少的 DNA 碎片，正常的形态及较低
的染色体非整倍性率（Yagcy et al.，2010）。而且，在某些哺乳动物中，同样的精子膜
蛋白首先参与透明质酸酶活性，其次参与 ZP 结合（Hunnicutt et al.，1996）。这些研究
表明精子-ZP的结合过程与 HA一样在精子的自然选择中扮演着十分重要的角色。 
精子-ZP 结合试验可以将精子与不成熟的 MⅠ卵母细胞共培养几小时；结合到 ZP 上的
精子可用注射针回收并用于 ICSI：当应用这一系统时，Paes de AlmeidaFerreira Braga
等（2009）发现注入 ZP-结合精子可以提高胚胎质量。Black 等（2010）在一研究中发现注
入 ZP-结合精子的 ZP-ICSI 与传统的 ICSI 相比可以提高着床率和临床妊娠率。Liu 等 
(2011) 发现 ZP-ICSI 与传统的 ICSI相比可以显著提高优质胚胎的质量。 
尽管目前关于精子-ZP 结合及其机制的信息还很少，但是，最近的研究表明对于鉴定
ICSI 精子的性能方面，精子-ZP 结合试验是一种有效的方法。因此，精子-ZP 选择同时 HA-
精子选择可以用来模拟精子结合卵子的自然过程。 
5. 卵细胞浆内形态学选择精子注射 (IMSI) 
对于 ICSI 中精子的评估一般采用最高 400×的放大倍数。一些研究表明依照严格的标
准可以对精子的形态进行评估（Kruger et al.，1986；1988）： 
·对于 ICSI 周期结局没有太大的预测价值（Svalander et al.，1996；French et 
al.，2010） 












后使放大倍数高达 6，300×（图 3）。MSOME 选择系统应用于 ICSI 患者中证明了人类精子
核的形态学完整性是与妊娠率有关的一个重要参数（Bartoov et al.，2003，Berkovitz 
et al.，2005）。根据 MSOME 标准修改的 ICSI 规程被定义为 IMSI：卵胞浆内形态学选择
精子注射（Bartoov et al.，2003）。一项配伍研究（Bartoov et al.，2003）证实与传
统的 ICSI 相比 IMSI 可以显著提高妊娠率，甚至种植率可以提高 3 倍。Berkovitz 等，
2005 年发现如果没有正常的精子用于 ICSI，流产率将从 10%（没有有正常细胞核的精子）
增加到 57%。事实上，对于有既往 ICSI 失败史（Bartoov et al.，2003；Berkovitz et 
al.，2005；Hazout et al.，2006；Antinori et al.，2008；Franco et al.，2008；
Mauri et al.，2010；Souza Setti et al.，2010）或有较严重的男方因素（Balaban et 
al.，2011；Souza Setti et al.，2011）的夫妇来说，只将严格定义的，有正常核形态的
精子显微注入卵细胞内可以大大改善 ICSI 的结局。IMSI 的积极作用对于第 2 日的胚胎并
不明显（Mauri et al.，2010），相反地，注入头部不正常或核含空泡的精子会对 5～6 日
的胚胎发育（Vanderzwalmen et al.，2008）及 ICSI 结局（Berkovitz et al.，2006a；
2006b；Cassuto et al.，2009；Nadalini et al.，2009）产生负面影响。注入不含核空
泡的精子对 ICSI 结局具有积极影响，这可能是因为与注入含空泡的精子相比，其具有更好
的线粒体功能，染色体状态及低非整倍性率（Garolla et al.，2008；Boitrelle et 
al.，2011）。另外，精子的核形态正常可能与获胚的非整倍性发生率较低有关（Figueira 
et al.，2011）。 
必须提及的是 IMSI 的操作步骤是费时的：选取 1 个“正常”的 MSOME 精子需要 60-
120min（Antinori et al.，2008）。而且，在高倍镜下选取精子的过程本身也可能会损伤
精子的细胞质：显微镜加热 2h 后，精子的核空泡显著增加（Peer et al.，2007）。通过
将高倍显微镜与 HA-精子选择系统相结合可以加速 IMSI 的操作。根据 MSOME标准，HA 介质
有助于选择核正常的精子亚群：Parmegiani 等（2010a）发现结合 HA-捕获精子的核正常率









5.1 IMSI 操作程序 
通常，首先用密度梯度系统对精子进行处理。然后，将制备好的精子悬液加入到玻璃













认为核形状异常。可以采用类似的胶片形式来检测空泡（Bartoov et al.，2003）。 








乎有利于有活力的 ICSI 胚胎的发育（Gianaroli  et al.，2010）。特别是对少弱畸精子













然后形成胎儿。传统的 ICSI 有注入不成熟、DNA 损伤、非整倍性、低活性、形态学异常、
透明带结合缺陷、顶体反应不足精子的潜在风险。如今，至少对于人类而言，在选择欠佳
精子对 ICSI 成人的长远影响方面，我们还没有相关的认识。例如，注入 DNA 损伤精子的一
个潜在的令人担忧的负面影响已经由动物研究所证明，此研究表明其不仅对妊娠和分娩有
副作用，而且对于之后的成年动物的健康亦有影响，如生长异常、早熟衰老症、行为异常
及间质瘤（Fernandez-Gonzales et al.，2008）。 
幸运的是，在人类中，虽然染色体畸变的轻微增高似乎是由注入非整倍体精子引起的
（Bonduelle et al.，2002），但是标准的ICSI前精子制备技术似乎已将注入DNA损伤精子
的风险降到最小（Zini et al.，2000；Younglai et al.，2001；Donnelly et al.，
2000；Ahmad et al.， 2007；Jackson et al.，2010；Marchesi et al.，2010；
Castillo et al.，2011；Ebner et al.，2011），同时对ICSI儿童的后续研究也证实了该
技术的安全性(Van Steirteghem et al.，2002，Leunens et al.，2008；Belva et al.，
2011；Woldringh et al.，2011)。 
本章节描述的最新的精炼的ICSI操作程序是可靠的、易于操作的、非侵入性的，并且
在某些方面与传统程序相比“最接近自然”。例如，在ICSI之前通过精子的成熟标记如HA-
ZP受体来选取精子（Huszar et al.，2003；Paes de Almeida Ferreira Braga et al.，
2009），这样至少可以模拟自然状态，以便恢复生理性选择并预防假定的DNA损伤和染色体
不平衡精子的受精。另外，非侵入性成像精子选择技术如IMSI（Bartoov et al.，2003）
















据 MSOME 标准进行的“费时”的精子选择过程（Parmegiani et al.，2010 a）。 




作者感谢 Ms Maggie对原稿的校正。 
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培养时间 0 小时 24 小时 48 小时 72 小时 96 小时 120 小时 
HTF 培养基 2.1±2 9.0±7.2 15.0±6.5 35.0±15.3 25.4±11 15.0±9.3 





































者。这大概可以解释为卵母细胞激活出现异常（Battaglia et al.,1997；Nardo et 
al.,2002）。行ICSI后的低受精率表明，这些精子没有激活卵母细胞的能力。因此，研究者
采用各种激活卵母细胞的方法，包括常规ICSI吸吮卵浆、应用钙离子载体，并有怀孕和活
产婴儿的报道（Rybouchkin et al.,1996；Eldar-Geva et al.,2003）。不过，也有只进行
胞浆内单圆头精子注射而未采取辅助激活卵母细胞措施的一些正常活产儿的报道（Stone 
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1．引言 
     胚胎移植技术被认为是在IVF过程中最后的关键阶段(Neithardt et al., 2005；Ghazzawi 
et al., 1999)。大多数（大约80%）IVF患者能够达到胚胎移植阶段，但只有少数人妊娠




(Schoolcraft et al.,2001)。但是在临床IVF中，对胚胎移植技术的关注却很少 (Mansour & 
Aboulghar, 2002；Schoolcraft et al., 2001)。这可能由于一些临床医生的误解，他们认为移植
方法不影响妊娠结局(Schoolcraft et al., 2001)。早期的研究者认为，非常小心进行胚胎移植
对于IVF的成功妊娠是必要的 (Meldrum et al.,1987)。近来，很多研究者逐渐认识到IVF结局
和不同移植技术之间的关系，研究表明容易操作的移植患者妊娠率为33.3%，不容易操作的

























窄、宫颈扩张应该在卵巢刺激前进行(Mansour & Aboulghar, 2002)。 
 
2.3 子宫腔的评估 
   在IVF前通过超声技术对子宫腔进行评估，尽早发现子宫内膜息肉、子宫肌瘤和宫颈畸
形 (Mansour & Aboulghar, 2002； Niknejadi et al.,2010)。子宫内膜息肉是最常见的病理学改
变 (Isikoglu et al.,2006)。极富挑战的是在IVF或ICSI的卵巢刺激过程中偶然发现子宫内膜息
肉。 
在辅助生殖技术中，息肉的大小(Lass et al.,1999； Isikoglu et al., 2006)和位置(Yanaihara 
et al.,2008) 可能会影响胚胎着床的成功率。据研究报道，小于1.5 cm的子宫内膜息肉不影
响妊娠结局，反之妊娠丢失增加(Lass et al.,1999；Isikoglu et al.,2006)。通过活检将子宫内
膜破坏或宫腔镜下息肉切除后可以显著提高妊娠率(Varasteh et al.,1999； Spiewankiewicz et 










伤最小化 (Mansour et al.,1990)。在这个阶段影响妊娠率的因素有 (Derks et al.,2009；
Schoolcraft et al.,2001)：1）宫颈的准备，移除移植管中的黏液和血液；2）矫正子宫-宫颈
轴；3）超声的应用；4）移植管的类型；5）胚胎培养液的选择；6）胚胎加载方法；7）胚






















（Sundstrom et al., 1984, as cited in Derks et al., 2009）。通过矫正子宫-宫颈角度，可以避免
子宫收缩和移植管的插入损伤，提高胚胎移植的成功率。子宫-宫颈角度的矫正可以通过以
下方法（Derks et al., 2009）：1）充盈膀胱：充盈膀胱是移植过程中非常有用的方法，特别














1.5cm 或 2cm要优于距宫底1cm (Coroleu et al.,2002)，气泡在胚胎植入时的位置和妊娠





种胚胎移植管，很多研究证实患者使用柔软胚胎移植管患者的妊娠率显著提高(Wood et al., 




子宫颈没有刺激 (Dorn et al., 1999；Lesny et al., 1999；Mansour & Aboulghar, 2002)。总
之，强烈推荐选择能够使胚胎顺利植入、对子宫基底部刺激少的移植管，例如，使用软头









天然的、有黏附作用的大分子，是首先推荐的增强黏附作用的分子 (Bontekoe et 
al.,2010)。尽管缺乏足够的证据，透明质酸明确的作用是促进胚胎着床，增加细胞与细胞
之间的黏附、细胞与基质之间的黏附(Turley & Moore, 1984 as cited in Bontekoe et 
al.,2010)。透明质酸会产生一种黏性溶液，这种黏性溶液可能会促进胚胎着床，防止胚胎
溢出(Simon et al.,2003)。 
白蛋白曾被认为是大部分培养基主要的大分子物质。血清白蛋白来源于血液，其纯度
不高，容易受病毒污染并有传播病毒的风险。研究表明，透明质酸对于提高妊娠率有积极









中，有较高的着床率(Valojerdi et al.,2006)。 
 
3.6 移植胚胎的加载方法 











移植管中大量的液体(60µl)与胚胎滞留在移植管内有关(Hearns-Stokes et al., 2000)。另一方







实(L. Bungum & M.Bungum, 2009)。为了降低胚胎的风险，移植管要缓慢撤出(Mansour & 






动物研究表明，子宫收缩会影响到胚胎着床(Adams, 1980；choolcraft et al., 2001)。














和阴道窥器上(Mansour, 2005；Poindexter et al., 1986)，这可能是 IVF失败的原因(Ghazzawi 
et al., 1999；Ansour et al., 1994)。 
胚胎移植后立即在移植管内推注 0.2 mL 的空气是一件容易操作且低成本的标准胚胎移





























胚胎和母体组织之间的联系更容易，促进黏附过程，提高妊娠率(Abou-Setta et al., 2009)。
但在临床实践中经常出现胚胎移植后一件非预期的事情是液体从宫腔内溢出(Schulman, 
1986；Ghazzawi et al.,1999； Mansour, 2005)，有时候这些液体中包含移植的胚胎，这





















植结合起来，其妊娠率和双胚胎移植妊娠率相似(Thurin et al.，2004；illiez & 
Dickens, 2009)，而双胎出生率则从25%降低到1% 。单胚胎移植最大的好处是降低了众所
周知的产科和新生儿的并发症，而双胎发生并发症的风险比单胎高4倍(Davis, 2004；
oikkeus & Tiitinen, 2008；illiez & Dickens, 2009)。一些研究人员建议，在认真的选
择患者的基础上进行优质单胚胎移植，可以减少多胎妊娠的风险并保证一个高的活产率
(Gerris, 2009)。 
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胞因子、生长因子及整合蛋白分子等（Castelbaum, 1997； Noci, 1995； Noyes, 1950； 
Paulson, 1997）。尽管这些研究方法使我们对子宫内膜容受性有了进一步的理解，但是在
胚胎移植周期中是不可行的。 
    在超声下测量子宫内膜厚度和形态是容易操作且无创性的，在胚胎移植周期可以用来
评估子宫内膜容受性。普遍认为，在阴道超声下薄型子宫内膜可能和胚胎着床能力降低有
关。（McWilliams,2007； Rashidi, 2005；Schild, 2001；Zang, 2005；Zenke, 2004），
而在其他的研究中报道了子宫内膜厚度不断增加的不利影响（Amir et al.,2007；Kovacs, 
2003；Richter, 2007）。另外超声下子宫内膜回声形态可以用来预测妊娠结局（Noyes, 
2001；Sharara, 1999；Sher,1991）。相反，有的研究者认为，超声波对IVF患者子宫内膜



















mm时，临床妊娠率和活产率显著低于子宫内膜超过9 mm时(Noyes et al.,2001)。Zenke和 
Chetkowski 报道了41例受卵者在IVF失败周期获卵前1周子宫内膜厚度均小于8 mm(Zenke & 

















    另一方面，囊胚移植引起了人们的高度关注。胚胎培养已经从卵裂阶段延长到囊胚阶
段，囊胚阶段是胚胎在培养媒介中进行细胞的压缩和基因活动后形成的(Braude, 1988； 
Gardner, 1998）。两大临床随机对照试验研究和近期的Cochrane的Ｍeta分析（Blake, 
2007； Papnikolaou, 2005, 2006）结果显示，囊胚移植患者有较高的妊娠率和活产率，
并且减少了胚胎移植的平均数量。IVF周期中，对于有良好预后的患者（患者年龄＜36岁）
进行单胚胎移植，据报道每个囊胚移植周期的着床率达65%(Papnikolaou et al.,2006)。 
随着我们对发展生物学中胚胎植入前理论的深入了解，发现第3日卵裂期胚胎着床率相
对较低。而Blake的综述中报道，很多IVF失败周期中，把患者看似正常的胚胎延长培养到








常，不能发育到囊胚阶段(Magli, 1998； Staessen, 2004），尽管有完善的胚胎分类系
统，包括受精卵的细胞数量和形态特征，卵裂期胚胎细胞核的形态、碎片、卵裂球的一致
性，这可以解释为什么卵裂期胚胎移植周期着床失败率高（(De Placido, 2002；Gamiz, 
2003； Gianarolo, 2003；Hnida, 2004；Nagy, 2003；Nikas, 1999；Montag, 2001；
Rienzi,2005；Van Royen, 1999；Ziebe, 1997）。 
第二个因素是和子宫内膜的环境有关系，子宫内膜容受性的窗口期为＜48 ｈ，正好是




中如此高的着床率失败现象(Croxatto, 1972； Fanchin, 2001； Valbuena, 2001)。 
显然，子宫环境是胚胎着床的关键因素。囊胚在子宫内膜着床的过程包括定位、黏附
和侵入等很多因素的影响，这就是所谓的窗口期。但是，囊胚-子宫内膜之间的相互作用仍


































2006； Bucket, 2003； Sallam & Sadek, 2003）。关于移植技术(Baba et al.,2000)中超
声引导（二维超声、三维超声或四维超声引导）的应用，已经有超过150篇临床随机试验研
究，包括20篇随机临床试验研究和4篇Meta分析，包括Cochrane（国际循证医学协作组织）


















    虽然这两个研究受实验设计和证据不足的限制，但是数据证实超声引导下的胚胎移植
和盲的临床触诊法相比改善了妊娠结局，是达到IVF最佳妊娠结局的一个关键因素，同时也











通过宫颈的过程中，对宫颈和子宫内膜的创伤小(Mains, 2010； McDonald, 2002； 
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（Gardneret al.,1998；Kovačič et al.,2004）。囊胚培养的优势在于1)它使挑选基因组
激活的胚胎成为可能（Braude et al.,1988）；2)与早期胚胎相比，囊胚的形态学对于种植











代谢的分析（Leese et al.,1993；Conagham et al.,1993；Houghton et al.,2002；
Gardneret al.,2001），这些研究推动了人类胚胎序贯培养基的进一步发展（Gardner and 
Lane，1997）。此后，培养基又被改良了很多次，加入其他大分子物质可以增加胚胎的发育
























水的积聚是由Na+ 转运的。TE细胞基底外侧膜上的Na/K ATP酶可以将TE细胞内的Na+ 泵入到
囊胚腔内（Watson and Kidder，1988）。滋养外胚层细胞之间由细胞表面的紧密连接和桥
粒所介导，这种连接使细胞之间形成了一种密封状态，防止囊胚腔内的液体和钠离子外泄













以通过评价囊胚的代谢活动对其进行挑选（Hardy et al.,1989；Conagham et al.,1993； 





择囊胚腔扩张性好的（Shoukir et al.,1998）和孵化中的囊胚（Balaban et al.,2000；






















内细胞团：A 大量细胞，填塞紧密；B 少量细胞，结构松散；C 极少量细胞。 
滋养外胚层：A 许多细胞形成紧密结合的上皮；B 少量细胞形成结构松散的上皮；C 极少量大细胞。






























































第5日的囊胚通常比第6日的囊胚有更高的种植率（37.4％ and 20.6％，Shapiro et 
al.,2001）（22.1％ and 3.6%，Barrenetxea et al.,2005）。然而，当第6日的囊胚被冷冻

















































 单囊胚移植 双囊胚移植 
囊胚质量 最佳 非最佳 最佳+最佳 最佳+非最佳 非最佳+非最佳 
移植例数 869 362 555 377 616 
临床妊娠 546（62.8） 124（34.3） 373（67.2） 227（60.2） 248（40.3） 
分娩 475（54.7） 118（32.6） 335（60.4） 200（53.1） 214（34.7） 
单胎 469（98.7） 115（97.5） 157（46.9） 115（57.5） 154（72） 
双胎 6（1.3） 3（2.5） 174（51.9） 83（41.5） 60（28） 









家的解冻周期妊娠率为15％左右，仅为新鲜囊胚移植周期的一半（de Mouzon et 
al.,2010）。但是最近几年随着玻璃化冷冻技术的改进，其存活率和活产率得到了明显的改
善（Mukaida et al.,2001； Hiraoka et al.,2004； Kuwayama et al.,2005）。 
 
表11-2.年轻患者组移植1个或2个劣质囊胚后的分娩率和双胎率 
 单囊胚移植 双囊胚移植 
囊胚质量 B5～B8 双B5～B8 
移植例数 172 308 
临床妊娠 57（33.1） 99（32.1） 
分娩 50（29.1） 83（26.9） 
单胎 50（100） 65（78.3） 
双胎 0（0） 18（21.7） 




































D）。A 指具有 100％未受损细胞并且在冷冻保存后 2 h 内再扩张的囊胚。B 指具有小于







玻璃化冷冻前囊胚类型 扩张囊胚 早期囊胚 劣质囊胚 
解冻囊胚数目（n） 552 97 101 
解冻囊胚形态    
A 100%完整，再扩张（n） 224（40.6） 63（64.9） 38（37.6） 
B <100%>50%完整，再扩张（n） 200(36.2) 21（21.6） 32（31.7） 
C <100%>50%完整，未扩张（n） 40（7.2） 7（7.2） 17（16.8） 
D 破损的（n） 88(15.9) 6(6.2) 14(13.9) 
存活率(a+b+c)(%) 84.0 93.8 86.1 
活产数/解冻囊胚数（%） 82/552(14.9) 14/97(14.4) 8/101(7.9) 













等（2002）、 Mukaida 等（2006）和 Ebner 等（2009）也有相似报道。这可能与晚期囊胚









融速率。大多数关于囊胚玻璃化的文献均显示其存活率大于 85％（Mukaida and 
Takahashi， 2007）。然而，文献中的种植率和妊娠率仍然存在很大的差异。 


































Abe， H. Otoi， T. Tachikawa， S. Yamashita， S. Satoh， T & Hoshi， H. (1999). Fine structure of bovine 
morulae and blastocysts in vivo and in vitro. Anatomy and Embryology， Vol.199(6)， pp. 519-527 
Balaban， B. Urman， B. Sertac， A. Alatas， C. Aksoy， S & Mercan， R. (2000). Blastocyst quality affects 
the success of blastocyst-stage embryo transfer. Fertility and Sterility， Vol.74， pp. 282-287 
Barrenetxea， G. Lopez de Larruzea， A. Ganzabal， T. Jimenez， R. Carbonero， K & Mandiola， M. (2005). 
Blastocyst culture after repeated failure of cleavage-stage embryo transfers: a comparison of day 5 and 
day 6 transfers. Fertility and Sterility， Vol.83(1)， pp. 49-53 
Braude， P. Bolton， V & Moore， S. (1988). Human gene expression first occurs between the four- and eight-
cell stages of preimplantation development. Nature， Vol.332(6163)， pp. 459-61 
Cho， H.J. Son， W.Y. Yoon， S.H. Lee， S.W. & Lim， J.H. (2002). An improved protocol for dilution of 
cryoprotectants from vitrified human blastocysts. Human Reproduction， Vol.17(9)， pp. 2419-2422  
Conagham， J. Hardy， K. Handyside， A.H.,Winston， R.M. & Leese， H.J. (1993). Selection criteria for 
human embryo transfer: a comparison of pyruvate uptake and morphology. Journal of  Assisted 
Reproduction and Genetic， Vol.10， pp. 21-30 





duration of egg transport by the human oviduct. II. Ovum location at various intervals following 
luteinizing hormone peak. American Journal of Obstetrics and Gynecology， Vol.132(6)， pp. 629-634  
Dardik， A. Doherty， A.S. & Schultz， R.M. (1993). Protein secretion by the mouse blastocyst: stimulatory effect 
on secretion into the blastocoel by transforming growth factor- alpha. Molecular Reproduction and 
Development， Vol.34(4)， pp. 396-401  
De Mouzon， J. Goossens， V. Bhattacharya， S. Castilla， J.A. Ferraretti， A.P. Korsak， V. Kupka， M. 
Nygren， K.G. Nyboe Andersen. A. & The European IVF-monitoring (EIM) Consortium. (2010). Assisted 
reproductive technology in Europe 2006: results generated from European registers by ESHRE. Human 
Reproduction， Vol.25， pp. 1851-1862 
Dokras， A. Sargent， I.L. & Barlow， D.H. (1993). Human blastocyst grading: an indicator of developmental 
potential. Human Reproduction， Vol.8， pp. 2119-2127  
Ducibella， T. Albertini， D.F. Anderson， E. & Biggers， J.D. (1975). The preimplantation mammalian embryo: 
characterization of intercellular junctions and their appearance during development. Developmental 
Biology， Vol.45(2)， pp. 231-250  
Ebner， T. Gruber， I & Moser， M. (2004). Location of herniation predicts implantation behaviour of hatching 
blastocysts. Journal of the Turkish-German Gynecological Association， Vol.8， pp. 184-189  
Ebner， T. Vanderzwalmen， P. Shebl， O. Urdl， W. Moser， M. Zech， NH & Tews， G. (2009).Morphology 
of vitrified/warmed day-5 embryos predicts rates of implantation ，  pregnancy and live birth. 
Reproductive Biomedicine Online， Vol.19(1)， pp. 72-78  
Gardner， D. Vella， P. Lane， M. Wagley， L. Schlenker， T & Schoolcraft， W. (1998). Culture and transfer 
of human blastocysts increases implantation rates and reduces the need for multiple embryo transfers. 
Fertility and Sterility， Vol.69， pp. 84-88 
Gardner， D.K. & Lane， M. (1997). Culture and selection of viable human blastocysts: a feasible proposition 
for human IVF. Human Reproduction Update， Vol.3， pp. 367-382  
Gardner， D.K. & Schoolcraft， WB. (1999). In vitro culture of human blastocysts. In: Jansen R， Mortimer D 
(eds) Toward reproductive certainty: fertility and genetics beyond. Parthenon    Publishing， Carnforth， 
UK. pp. 378-388  
Gardner， D.K. Lane， M. Stevens， J. & Schoolcraft， WB. (2001). Nonivasive assessment of human embryo 
nutrient consumption as a measure of developmental potential. Fertility and Sterility， Vol.76， pp. 1175-
1180  
Gardner， D.K. Lane， M. Stevens， J. Schlenker， T. & Schoolcraft， W.B. (2000). Blastocyst score affects 
implantation and pregnancy outcome: towards a single blastocyst transfer. Fertility and Sterility， 
Vol.73(6)， pp. 1155-1158  
Gardner， D.K. Lane， M.W. & Lane， M. (2000). EDTA stimulates cleavage stage bovine embryo development 
in culture but inhibits blastocyst development and differentiation. Molecular Reproduction and 
Development， Vol.57， pp. 256-261  
Gardner， D.K. Pool， T.B. & Lane， M. (2000). Embryo nutrition and energy metabolism and its relationship to 






Garrod， D. Chidgey， M. & North， A. (1996). Desmosomes: differentiation， development， dynamics and 
disease. Current Opinion in Cell Biology， Vol.8(5)， pp. 670-678  
Gerris， J.M. (2005). Single embryo transfer and IVF/ICSI outcome: a balanced appraisal. 
Human Reproduction Update， Vol.11， pp. 105-121 
 Goto， S. Kadowaki， T. Tanaka， S. Hashimoto， H. Kokeguchi， S & Shiotani， M. (2011). 
Prediction of pregnancy rate by blastocyst morphological score and age， based on 1，488 single 
frozen-thawed blastocyst transfer cycles. Fertility and Sterility， Vol.95(3)， pp. 948-952 
Gualtieri，  R. Santella，  L & Dale，  B. (1992). Tight junctions and cavitation in the human preembryo. 
Molecular Reproduction and Development， Vol.32(1)， pp. 81-87  
Guns， Y. Vandermonde， A. Vitrier， S. Sterckx， J. Devroey， P. Van den Abbeel， E. & Van Der Elst， J. 
(2008). Validation of media and devices for vitrification of human embryos: in search of an optimum. In: 
Abstracts of the 24th Annual Meeting of the ESHRE， Barcelona， Spain， O-134， pp. i55-i56  
Henman， M. Catt， J.W. Wood， T. Bowman， M.C. de Boer， K.A. & Jansen， R.P. (2005). Elective transfer 
of single fresh blastocysts and later transfer of cryostored blastocysts reduces the twin pregnancy rate and 
can improve the in vitro fertilization live birth rate in younger women. Fertility and Sterility， Vol.84， 
pp. 1620-1627  
Hiraoka， K. Hiraoka， K. Kinutani， M & Kinutani， K. (2004). Blastocoele collapse by micropipetting prior 
to vitrification gives excellent survival and pregnancy outcomes for human day 5 and 6 expanded 
blastocysts. Human Reproduction， Vol.19， pp. 2884-2888 
Houghton， F.D. (2006). Energy metabolism of the inner cell mass and trophectoderm of the mouse blastocyst. 
Differentiation， Vol.74， pp. 11-18  
Houghton， F.D. Hawkhead， JA. Humpherson， PG. Hogg， JE. Balen， AH. Rutherford， AJ & Leese， HJ. 
(2002). Non-invasive amino acid turnover predicts human embryo developmental capacity. Human 
Reproduction， Vol.17， pp. 999-1005 
Ivec， M. Kovacic， B & Vlaisavljevic， V. (2011). Prediction of human blastocyst development from morulae 
with delayed and/or uncomplete compaction. Fertility and Sterility， (In Press). 
Kovacic， B. & Vlaisavljevic， V. (2008). Influence of atmospheric versus reduced oxygen concentration on 
development of human blastocysts in vitro: a prospective study on sibling oocytes. Reproductive 
Biomedicine Online， Vol.17， pp. 229-236 
 Kovacic， B. Sajko， M.C. & Vlaisavljevic， V. (2010). A prospective， randomized trial on the effect of 
atmospheric versus reduced oxygen concentration on the outcome of intracytoplasmic sperm injection 
cycles. Fertility and Sterility， Vol.94， pp. 511-519  
Kovacic， B. Vlaisavljevic， V. Reljic， M. & Cizek-Sajko， M. (2004). Developmental capacity of different 
morphological types of day 5 human morulae and blastocysts. Reproduction Biomedicine Online， 
Vol.8， pp. 687-694  
Kuwayama，  M. Vajta，  G. Ieda，  S & Kato，  O. (2005). Comparison of open and closed methods for 





Online， Vol.11， pp. 608-614  
Leese， H.J. Conaghan， J. Martin， KL & Hardy， K. (1993). Early human embryo metabolism.Bioessays， 
Vol.15， pp. 259-264 Lesny， P. Killick， S.R. Tetlow， R.L. Robinson， J. & Maguiness， S.D. (1998). 
Uterine junctional zone contractions during assisted reproduction cycles. Human Reproduction Update， 
Vol.4(4)， pp. 440-445 
Loutradi， K.E. Kolibianakis， E.M. Venetis， C.A. Papanikolaou， E.G. Pados， G. Bontis， I. & Tarlatzis， 
B.C. (2008). Cryopreservation of human embryos by vitrification or slow freezing: a systematic review 
and meta-analysis. Fertility and Sterility， Vol.90， pp. 186-193 
Lukassen， H.G. Braat， D.D. Wetzels， A.M. Zeilhuis， G.A. Adang， E.M. Scheenjes， E. & Kremer， J.A. 
(2005). Two cycles with single embryo transfer versus one cycle with double embryo transfer: a 
randomized controlled trial. Human Reproduction， Vol.20， pp. 702-708 
Mukaida， T & Takahashi， K. (2007). Vitrification of blastocysts using the Cryoloop technique. In Tucker MJ， 
Lieberman J (eds.) Vitrification in assisted reproduction， Informa Healthcare， London ， pp. 219-238  
Mukaida， T. Nakamura， S. Tomiyama， T. Wada， S. Kasai， M. & Takahashi， K. (2001).Successful birth 
after transfer of vitrified human blastocysts with use of a cryoloop containerless technique. Fertility and 
Sterility， Vol.76， pp. 618-620  
Mukaida， T. Oka， C. Goto， T. & Takahashi， K. (2006). Artificial shrinkage of blastocoeles using either a 
micro-needle or a laser pulse prior to the cooling steps of vitrification improves survival rate and 
pregnancy outcome of vitrified human blastocysts. Human Reproduction， Vol. 21(12)， pp. 3246-3252  
Richter， K.S. Harris， D.C. Daneshmand， S.T. & Shapiro， B.S. (2001). Quantitative grading of a human 
blastocyst: optimal inner-cell mass size and shape. Fertility and Sterility， Vol.76， pp. 1157-1167 
Schieve， L.A. Peterson， H.B. Meikle， S.F. Jeng， G. Danel， I. Burnett， N.M. & Wilcox， L.S.(1999). Live-
birth rates and multiple-birth risk using in vitro fertilization. JAMA， Vol.282， pp. 1832-1838 
Scott， L.A. (2000). Oocyte and embryo polarity. Seminars in Reproductive Medicine， Vol.18， pp. 171-183 
Shapiro， B.S. Daneshmand， S.T. Garner， F.C. Aguirre， M. & Ross， R. (2008). Contrasting patterns in in 
vitro fertilization pregnancy rates among fresh autologous， fresh oocyte donor， and cryopreserved 
cycles with the use of day 5 or day 6 blastocysts may reflect differences in embryo-endometrium synchrony. 
Fertility and Sterility， Vol.89(1)， pp. 20-26 
Shapiro， B.S. Richter， K.S. Harris， D.C & Daneshmand， S.T. (2001). A comparison of day 5 and day 6 
blastocyst transfers. Fertility and Sterility， Vol.75， pp. 1126-1130  
Shoukir， Y. Chardonnens， D. Campana， A. Bischof， P & Sakkas， D. (1998). The rate of development and 
time of transfer play different roles in influencing the viability of human blastocysts. Human 
Reproduction， Vol.13， pp. 676-681 
 Stojkovic， M. Kolle， S. Peinl， S. Stojkovic， P. Zakhartchenko， V. Thompson， JG. Wenigerkind， H. 
Reichenbach， H.D. Sinowatz， F. & Wolf， E. (2002). Effect of high concentrations of hyaluronan in 
culture medium on development and survival rates of fresh and frozen-thawed bovine embryos produced 
in vitro. Reproduction， Vol.124， pp. 141153 





preimplantation embryos: historical perspective and current issues. Human Reproduction Update， 
Vol.9， pp. 557-582  
Van Landuyt， L. Stoop， D. Verheyen， G. Verpoest， W. Camus， M. Van de Velde， H. Devroey， P & Van 
den Abbeel， E. (2011). Outcome of closed blastocyst vitrification in relation to blastocyst quality: 
evaluation of 759 warming cycles in a single-embryo transfer policy. Human Reproduction， Vol.26， pp. 
527-534  
Vanderzwalmen，  P. Bertin，  G. Debauche，  C.H. Standaert，  V. van Roosendaal，  E.Vandervorst，  M. 
Bollen， N. Zech， H. Mukaida， T. Takahashi， K & Schoysman， R. (2002). Births after vitrification 
at morula and blastocyst stages: effect of artificial reduction of the blastocoelic cavity before vitrification. 
Human Reproduction， Vol.17(3)， pp. 744-751 
Veeck， L. & Zaninovic， N. (2009). Human blastocysts in vitro. In: Veeck L， Zaninovic N， eds.An Atlas of 
Human Blastocysts. Boca Raton， London， New York， Washington: Parthenon Publishing， pp. 99-
137. 
Veeck， L.L. (2003). Does the developmental stage at freeze impact on clinical results postthaw? Reproductive 
Biomedicine Online， Vol.6(3)， pp. 367-374  
Vlaisavljevic， V. Dmitrovic， R. & Sajko， M.C. (2008). Should the practice of double blastocyst transfer be 
abandoned? A retrospective analysis. Reproduction Biomedicine Online， Vol.16， pp. 677-683 
Watson， A.J. & Kidder， G.M. (1988). Immunofluorescence assessment of the timing of appearance and cellular 
distribution of Na/K-ATPase during mouse embryogenesis. Developmental Biology， Vol.126(1)， pp. 
80-90  
Watson， AJ. (1992). The cell biology of blastocyst development. Molecular Reproduction and Development， 
Vol.33， pp. 492-504  
Yoon， H.J. Yoon， S.H. Son， W.Y. Im， K.S. & Lim， J.H. (2001). High implantation and pregnancy rates with 









Bharat Joshi， Manish Banker， Pravin Patel， Preeti Shah and Deven Patel 













2006），原核细胞（ Barg et al.,1990； Van den Abbeel et al.,1997； Senn et 
al.,2000 & Al-Hasani et al.,2007），第 2 日和第 3 日的胚胎（Li et al.,2007；Mauri 
et al.,2001； Kuwayama et al.,2005； Van der Elst et al.,1997 & Rama Raju et 
al.,2005），桑椹胚（Tao et al.,2001）及囊胚（Menezo2004，Liebermann & Tucker，
2006，Clifford et al.,2007）。卵母细胞及各阶段胚胎的解冻生存率从 40%到 90%，成功
率从 7%到 40%，具有显著性差异。 
2.冷冻保存 
冷冻对细胞质脂滴的危害是不可逆的，对微管的危害是可逆的。而且冷冻还会对细胞












































C环境中，随后以0.30 oC/min的冷却速率使温度降至-35 oC，直至温度降到-120 oC。最后
将微量吸管存储在液态氮中。胚胎解冻在移植当日或移植前一天进行。胚胎解冻要按照CPA
（COOK，Medicals Austrilia）解冻介质说明书步骤逐步解冻。 
5.2 结果和讨论  
应用卡方检验对 2006-2011 年期间创建的数据进行了统计学分析。在 1,248 个解冻周













年龄 未移植数 妊娠数 妊娠率（%） 
≤30 630 160 25.4 
＞30 618 115 18.6 
 
5.4 胚胎移植数 
表 2 中新鲜胚胎移植周期，移植 3 个胚胎的妊娠率为 27.1%明显高于移植 2 个胚胎的
妊娠率 9.9%（p＜0.00003）。 
表 2.妊娠率与胚胎移植数的关系 
胚胎移植数 移植数 妊娠数 妊娠率（%） 
≤2 365 36 9.9 




为解冻 2 h后移植的胚胎。 
表 3.妊娠率与胚胎移植时间的关系 
组别 平均年龄 妊娠或移植数 妊娠数 妊娠率（%） 
组Ⅰ 31.1 岁 1074 240 22.3 
组Ⅱ 31.1 岁 174 35 20.1 
解冻培养过夜后再移植的胚胎的妊娠率为 22.3%，解冻 2h 后移植的胚胎妊娠率为
20.1%，两组结果显示无显著性差异。此结果与 1997年 Karlstorm等及 2007年 Singh 等得
到 22%和 16%的妊娠率具有可比性。 
Vander 等（1997 年）， Elst 等（1998年）ZeibeGuiref 等（2002 年）提出对解冻培
养过夜后再移植的胚胎进行卵裂恢复的评估。在此基础上，例如组 I 培养组的胚胎能够进
一步进行卵裂球的分裂。无卵裂移植胚胎的妊娠率为 7.1%，而 1-3 次卵裂移植胚胎的妊娠
率为 31.9%，两组结果显示有显著性差异（p＜0.0001）（表 4）。这与 Ying-hui 等 2002 年
获得的至少 1 次卵裂移植胚胎妊娠率 35.2%及无卵裂移植胚胎妊娠率 10.2%的结果很相似。
而且，2 次卵裂移植胚胎（p=0.0004）及 3 次卵裂移植胚胎（p=0.0005）妊娠率明显高于
仅 1次卵裂的移植胚胎。然而 2次卵裂移植胚胎与 3 次卵裂移植胚胎妊娠率无明显差异。 
2 次卵裂胚胎培养后移植妊娠率为 36.1%，3 次卵裂胚胎培养后移植妊娠率为 43.0%，
这一结果显示，与新鲜移植周期获得的妊娠率水平相一致。然而这一结果显著高于 1997 年
Karlstorm 等的 2 次卵裂移植胚胎妊娠率 23%及 3 次卵裂移植胚胎妊娠率 27%的结果。表 5
显示进一步培养后只卵裂成 8细胞阶段的胚胎移植后的妊娠率显著高于表 4中的结果。 
结果显示，未卵裂的移植胚胎妊娠率与卵裂 1-3 次后培养成 8 细胞的移植胚胎妊娠率
有非常显著的差异（p＜0.0001）。2 次卵裂培养成 8 细胞的移植胚胎妊娠率（p＜0.001）
及 3 次卵裂培养成 8 细胞的移植胚胎妊娠率（p＜0.003）与仅 1 次卵裂培养成 8 细胞的移








胚胎卵裂数 移植数 妊娠数 妊娠率（%） P值 
0 294 21 7.1
a
  
1 422 83 19.7
b
 ＜0.0001 a，b 
2 258 93 36.1
c
 =0.0004  b，c 
3 100 43 43.0
d
 =0.0005  b，d 
 
表 5.仅移植 8 细胞胚胎妊娠率的比较 
胚胎卵裂数 
（仅 8细胞） 
移植数 妊娠数 妊娠率（%） P值 
0 294 21 7.1
a
  
1 302 67 22.2
b
 ＜0.0001 a，b 
2 208 84 40.4
c
 ＜0.001  b，c 
3 82 38 46.3
d
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患者 L-选择素配体 种植 正常子宫 种植率 平均周期数 
5 缺失 全无 0/5 0/72胚胎 5 










未妊娠 妊娠 阳性预测值 阴性预测值 #随后的周期数 每周期妊娠率(%) 
缺失 5 0 100%  15 0/15 
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et al.,2007）。最近，Genbacec 等（Genbacev et al.,2003）。已经证明孵化的囊胚表
达L-选择素，并且通过此分子与其糖类配体--- MECA-79和相关表位的结合吸附于腔上皮表





















运：分化、细胞周期和细胞凋亡。最近，Afshar等证明CG信号产生后的αSMA 和 Notch 1的
共表达可以在孕初期抑制间质细胞的凋亡。子宫内膜脱落和子宫对胚胎的无容受性可能与
Notch 1的低表达有关。补充(h)CG或孕酮可以介导子宫内膜的存活，因为两者可以诱导









































































激素可以上调蜕膜IL-15，IL-15又反过来激活uNK群（Leede- Bataille et al.,2005）。 
在怀孕早期，其他细胞比如B和T淋巴细胞也参与到血管形成过程中。已证明，B淋巴细
胞表达c-Myc癌基因，这种癌基因可以通过产生血管内皮生长因子（VEGF）来诱导血管生成
（Ruddell et al.,2003）。众所周知，VEGF是血管增生过程中生成血管的物质（Tammela 
et al.,2005）。在围植入期，特定的VEGF受体表达并通过调节血管通透性来发挥功能优化







































因（Brosens & Gellersen，2003，2006）。 
FOXO蛋白是已知的能够调控与凋亡特性有关的基因的蛋白，同时其还调控与分化、细
胞周期阻滞、 DNA修复和抗氧化相关的基因（ Fakhera et al.,2007； Sunters et 
al.,2003）。调控FOXO蛋白表达的转录因子的磷酰化受激酶类所作用，SGK1属于激酶类，





IL-6 是一种已知的经典的诱导活化的 B 细胞产生免疫球蛋白的细胞因子，另外发现，
其也行使 B-淋巴细胞系统外的多种功能。人们检测到人子宫内膜上 IL-6 的表达在黄体期




了 IL-6 的旁分泌/自分泌在种植前期起到了重要作用。IL-6 基因断裂的小鼠实验显示，虽
然能够种植，但是其囊胚的生长发育情况不是很好（Achache & Revel，2006； Salamonsen 
et al., 2000）。 此实验提示纵使 IL-6可能不是种植的必需因素，但是在某些情况下其表达
缺失也是不育的原因之一。最近的研究发现复发性流产的患者其分泌中期子宫内膜上 IL-6 















（Boucher et al.,2001）。 
与对照组相比，子宫内膜异位症的妇女其腹水（PF）和血清中IL-1α和IL-1ra显著增






体（OB-RT）、长型（OB-RL）和 HuB219.1、HuB219.3 短亚型。小鼠实验显示，ob/ob 变异
的小鼠表现为肥胖和不育。用外源性瘦素治疗后，这些小鼠可以恢复生育力，但是控制食
物却不能恢复，这说明瘦素是维持正常生育功能的必要条件（Cervero et al.,2004）。另
外，已证明，瘦素可以增加整联蛋白 β3 的表达，整联蛋白 β3 是一种维持子宫内膜容受性
和囊胚种植所必须的重要的配体蛋白。瘦素受体 OB-RT、OB-RL、HuB219.1 和 HuB219.3 都






















































































[1] Foulk RA， Zdravkovic T， Genbavec O， Prokobphol A. Expression of L-selectin ligand 
MECA-79 as a predictive marker of human uterine receptivity. J Assist Reprod Genet 2007；24:316-
321 
[2] ]Torry DS，  Leavenworth J，  Chang M，  Maheshwari V，  Groesch K，  Ball ER， Torry              
RJ.Angiogenesis in implantation. J Assist Reprod Genet 2007；24:303-315. 
[3] Roussev RG， Coulam CB. HLA-G and its role in implantation (review). J Assist Reprod 
Genet 2007；24:288-295. 
[4] Meyer WR，  Castlebaum AJ，  Somkutti S，  Sagoskin AW，  Doyle M，  Harris JE，  Lessey  
BA.Hydrosalpinges adversely affect markers of endometrial receptivity. Human Reproduction 1997；
12:1393-1398. 





vascularity and endometrial receptivity in ovulatory women taking clomiphene citrate at two different 
times. Human Reproduction 2002；17:2881-2884. 
[6] Fakhera F， Fusi L， Takano M， Higham J， Salker M， Goto T. Role and regulation of   theserum - and 
glucocorticoid-regulated kinase 1 in fertile and infertile human endometrium. Endocrinology 2007；
148:5020-5029. 
[7] Achache H， Revel A. Endometrial receptivity markers， the journey to successful embryo 
implantation. Human Reproduction Update 2006；6:731-746. 
[8] Diedrich K， Devroey P， Griesinger G. The role of the endometrium and embryo in 
human implantation. Human Reproduction Update 2007；13:365-377. 
[9] Afshar Y， Stanculescu A， Miele L， Fazleabas AT. The role of chorionic gonadotropin and 
Notch 1 in implantation. J Assist Reprod Genet 2007；24:296-302. 
[10] Nikas G， Toner J， Jones H. Endometrial pinopodes indicate a shift in the window of 
receptivity in IVF cycles. Human Reproduction 1999；14:787-792. 
[11] Damario MA， Lesnick TG， Lessey BA， Mandelin E， Rosenwalks Z. Endometrial   markersof uterine 
receptivity utilizing the donor oocyte model. Human Reproduction 2001；16:1893-1899. 
[12] Cavagna M， Mantese JC. Biomarkers of endometrial receptivity - a review. Placenta 
2003；24:39-47. 
[13] Strowitzki T， Germeyer A， Popovici R， Wolf M. The human endometrium as a fertility- 
determining factor. Human Reproduction Update 2006；5:617-630. 
[14] Cittadini E. Human implantation: the new frontiers of human assisted reproductive 
technologies. Reproductive BioMedicine Online 2007；1；1-3 
[15] Boomsma CM， Macklon MS. What can the clinician do to improve implantation? 
Reproductive BioMedicine Online 2006；13:845-855. 
[16] Horcajadas JA， Pellicer A， Simon C. Wide genomic analysis of human endometrial 
receptivity: new times， new opportunities. Human Reproduction Update 
2007；13:77-86. 
[17] Ceydell N， Kaleli S， Calay Z， Akbas F. Difference in avp3 integrin expression in 
endometrial stromal cell in subgroups of women with unexplained infertility. European Journal of 
Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology 2006；126:206-211. 
[18] Goiran D， Mignot TM. Embryo-maternal interactions at the implantation site: a delicate 
equilibrium. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 1999；83:85-100. 
[19] Lessey BA， Gui Y， Aparao SL. Regulated-expression of heparin binding EGF-like 
growth factor (HB-EGF) in the human endometrium: a potential paracrine role during implantation. 
Mol Reprod Dev 2002；62:446-455. 
[20] Zhu LJ， Polihronis M， Bagchi MK. Calcitonin is a progesterone-regulated marker that 
forecasts the receptive state of endometrium during implantation. Endocrinology 1998；139:3923-3935. 
[21] Fournel S， Huc X， Alam A. Cutting edge: soluble HLA-G1 triggers CD95/CD95 ligand- 





[22] Martel D， Frydman R， Glissant M. Scanning electron microscopy of postovulatory 
human endometrium in spontaneous cycles and cycles stimulated by hormone treatment. J Endocronl 
1987；114:319-324. 
[23] Apparao KB， Murray MJ， Fritz MA， Meyer WR. Osteoponin and its receptor 
alphavbeta(3) integrin are coexpressed in the human endometrium during the mestrual cycle but 
regulated differentially. J lin Endocrinol Metab 2001；86:4991- 5000. 
[24] Alon R， Feigelson S. From rolling to arrest on blood vessels: leukocyte tap dancing on 
endothelial integrin ligands and chemokines at sub-second contacts. Semin Immunol 2002；14:93-104. 
[25] Genbacev OD， Prakobphol A， Foulk RA， Krtolica A， Ilic D， Singer MS， et al. Trophoblast L-
selectin mediated adhesion at the maternal-fetal interface. Science 2003；299:405- 408. 
[26] Yoo， Barlow， Mardon. Temporal ansd special regulation of expression of heparin- 
binding epidermal growth factor-like rowth factor in the human endometrium: a possible role in 
blastocyst implantation. Dev Genet 1997；21:102-108. 
[27] Stavreus E， Nikas G， Sahlin L， Eriksson H. Formation of pinopodes in human 
endometrium is associated with the concentrations of progesterone and progesterone receptors. Fertil 
Steril 2001；76:782-791. 
[28] Paria BC，  Reese J，  Das SK，  Dey SK. Deciphering the cross-talk of implantation: advancesand 
challenges. Science 2002；296:2185-2188. 
[29] Artavanis-Tsakonas S， Matsuno K， Fortini ME. Notch signaling. Science 1995；268:225- 
232. 
[30] Artavanis-Tsakonas S， Rand MD， Lake RJ. Notch signaling: cell fate control and signal 
integration in development. Science 1999；284:770-776. 
[31] Gendler SJ， Lancaster CA， Taylor-Papadimitriou， Duhig J， Peat N， Lalani EN. Molecular cloning 
and expression of human tumor-associated polymorphic epithelial mucin. J Biol Chem 1990；265:15286-
15293. 
[32] Hilkens J， Ligtenberg MJ， Vos HL， Litvinov SV. Cell membrane associated mucins and 
their adhesion-modulating property. Trends Biochem Sci 1992；17:359-363. 
[33] Hey NA， Li TC， Devine PL， Graham RA. MUC1 in secretory phase endometrium: 
expression in precisely dated biopsies in flushings from normal and recurrent miscarriage patients. Hum 
Reprod 1995；10:2655-2662. 
[34] Bowen JA， Bazer FW， Burghardt RC. Spacial and temporal analyses of intergrin and 
Muc-1 expression in porcine uterine epithelium and trophectoderm in vivo. Biol Reprod 1996；55:1098-
1106. 
[35] Kumar S， Zhu LJ， Polihronis M， Cameron ST， Baird ST， Dua A. Progesterone inducescalcitonin 
gene expression in human endometrium within the putative window of implantation. J Clin Endocrinol 
Metab 1998；83:4443-4450. 
[36] Sexton PM， Houssami S， Hilton JM， Center RJ. Identification of brian isoforms of the rat calcitonin 





[37] Wang UK ，  Rout UK ，  Bagchi IC ，  Armant DR. Expression of calcitonin receptors in 
mousepreimplantation embryos and their function in regulationnof blastocyst differentiation by calcitonin. 
Development 1998；125:4293-4302. 
[38] Chakraborty I， Das SK， Wang J. Developmental expression of the cyclo-oxygenase-1 and 
cyclo-oxygenase-2 genes in peri-implantation mouse uterus and their differential regulation by the 
blastocyst and ovarian steroids. J Mol Endicronlol 1996；16:107- 122. 
[39] Song H， Lim H， Paria BC， Matsumoto H， Swift LL， Morrow J， Bonventre JV， Dey   SK.Cytosolic 
phospholipase A2alpha is crucial [correction of A2alpha deficiency is crucial] for 'on-time' embryo 
implantation that directs subsequent development. Development 2002；129:2879-2889. 
[40] Wilcox AJ， Baird DD， Weinberg CR. Time of implantation of the conceptus and loss of 
pregnancy. N Engl J Med 1999；340:1796-1799. 
[41] Ma L， Benson GV， Lim H， Dey SK， Maas RL. Abdominal B (AbdB) Hoxa genes: 
regulation in adult uterus by estrogen and progesterone and repression in mullerian duct by the synthetic 
estrogen diethylstilbestrol (DES). Dev Biol 1998；197:141-154. 
[42] Daftary GS， Taylor HS. Molecular markers of implantation: clinical implications. Curr 
Opin Obstet Gynecol 2001；13:269-274. 
[43] Satokata I， Benson G， Maas R. Sexually dimorphic sterility phenotypes in Hoxa 10 
deficient mice. Nature 1995；374:460-463. 
[44] Benson GV， Lim H， Paria BC， Satokata I， Dey SK， Maas RL. Mechanisms of reduced 
fertility in Hoxa-10 mutant mice: uterine homeosis and loss of maternal Hoxa-10 expression. 
Development 1996；12:2687-2696. 
[45] Cross JC， Hemberger L， Lu Y， Nozaki T， Masutami M. Trophoblast functions， 
angiogenesis and remodeling of the maternal vasculature in the placenta. Mol Cell Endocrinol 2002；
187:207-212. 
[46] Leonard S， Murrant C， Tayade C， Heuvel M， Watering R， Croy BA. Mechanisms 
regulating immune cell contributions to spiral artery modification-Facts and hypotheses-a review. 
Placenta 2006；27:S40-6. 
[47] Leede-Bataille N， Bonnet-Chea K， Hosny G， Dubanchet S， Frydman R， Chaouat G. Roleof the 
endometrial tripod interleukin-18， -15， and -12 in inadequate uterine receptivity in patients with a 
history of repeated in vitro fertilization- embryo transfer failure. Fertil Steril 2005；83:598-605. 
[48] Ruddell A， Mezquita P， Brandvold KA， Farr A， Iritani BM. B-lymphocyte-specific c-Mycexpression 
stimulates early and functional expansion of the vasculature and lymphatics during lymphomagenesis. Am 
J Pathol 2003；163:2233-45. 
[49] Tammela T， Enholm B， Alitalo K， Paavonen K. The biology of vascular endothelial 
growth factors. Cardiovasc Res 2005；65:550-63. 
[50] Halder JB， Zhao X， Soker S， Paria BC， Klagsbrun M， Das SK. Differentail expression ofVEGF 
(164)-specific receptor neuropilin-1 in the mouse uterus suggests a role for VEGF (164) in vascular 





[51] Herr F， Liang OD， Herrero J， Lang U， Preissner KT， Han VK， et al. Possible angiogenic roles of 
insulin-like growth factor II and its receptors in uterine vascular adaptation to pregnancy. J Clin 
Endocrinol Metab 2003；88:4811-7. 
[52] Volpert O， Jackson D， Bouck N， Linzer DI. The insulin-like growth factor II/mannose 6- 
phosphate receptor is required for proliferin-induced angiogenesis. Endocrinology 1996；137:3871-6. 
[53] Licht P， Russu V， Lehmeyer J， Moll J， Wildt L. Intrauterine microdyalisis reveals cycle-dependent 
regulation of endometrial insulin-like growth factor binding protein-1 secretion by human chorionic 
gonadotropin. Fertil Steril 2002；78:252-258. 
[54] Hilton DJ. LIF: lots of interesting functions. Trends Biochem Sci 1992；17:72-76. 
[55] Stewart CL. Leukaemia inhibitory factor and the regulation of pre-implantation 
development of the mammalian embryo. Mol Reprod Dev 1994；39:233-238. 
[56] Charnock-Jones DS， Sharkey AM， Fenwick P and Smith SK. Leukaemia inhibitory factor 
mRNA concentration peaks in human endometrium at the time of implantation and the blastocyst 
contains mRNA for the receptor at this time. J Reprod Fertil 1994；101:421-426. 
[57] Brinsden PR， Ndukwe G， Engrand P， Pinkstone S， Lancaster S， Macnamee MC and De Moustier B. 
Does recombinant leukemia inhibitory factor improve implantation in women with recurrent failure of 
assisted reproduction treatment? 0-050 ESHRE Annual Meeting， 2003； Madrid， Spain. 
[58] Brosens JJ， Gellersen B. Death or survival: progesterone-dependent cell fate decisions in 
the human endometrial stroma. J Mol Endocrinol 2006；36:389-398. 
[59] Gellersen B， Brosens J. Cyclic AMP and progesterone receptor cross-talk in human 
endometrium: a decidualizing affair. J Endocrinol 2003；178:357-372. 
[60] Sunters A， Fernandez de Mattos S， Stahl M， Brosens JJ， Zoumpoulidou G， Saunders CA，Coffer 
PJ，  Medema RH，  Coombes RC，  Lam EW. FoxO3a transcriptional regulation of Bim controls 
apoptosis in paclitaxel-treated breast cancer cell lines. J Biol Chem 2003；278:49795-49805.\ 
[61] Dijkers PF， Medema RH， Pals C， Banerji L， Thomas NS， Lam EW， Burgering BM，Raaijmakers 
JA， Lammers JW， Koenderman L， Coffer PJ. Forkhead transcription factor FKHR-L1 modulates 
cytokine-dependent transcriptional regulation of p27(KIP1). Mol Cell Biol 2000；20:9138-9148. 
[62] Brunet A， Park J， Tran H， Hu LS， Hemmings BA， Greenberg ME. Protein kinase SGK mediates 
survival signals by phosphorylating the forkhead transcription factor FKHRL1 (FOXO3a). Mol Cell Biol 
2001；21:952-965. 
[63] Rena G， Woods YL， Prescott AR， Peggie M， Unterman TG， Williams MR， Cohen P. Two novel 
phosphorylation sites on FKHR that are critical for its nuclear exclusion. EMBO J 2002；21:2263-2271. 
[64] Woods YL， Rena G， Morrice N， Barthel A， Becker W， Guo S， Unterman TG， Cohen P.The kinase 
DYRK1A phosphorylates the transcription factor FKHR at Ser329 in vitro，  a novel in vivo 
phosphorylation site. Biochem J 2001；355:597-607. 
[65] Revel A， Helman A， Koler M， Shushan A， Goldshmidt O， Zcharia E， Aingorn H， 
Vlodavsky I. Heparanase improves mouse embryo implantation. Fertil Steril 2005；83，580-586. 






[67] Vandermolen DT， Gu Y. Human endometrial interleukin-6 (IL-6): in vivo messenger 
ribonucleic acid expression， in vitro protein production， and stimulation thereof by IL-1 beta. Fertil 
Steril 1996；66，741-747. 
[68] von Wolff M， Thaler CJ， Zepf C， Becker V， Beier HM， Strowitzki T. Endometrial 
expression and secretion of interleukin-6 throughout the menstrual cycle. Gynecol Endocrinol 2002；
16，121-129. 
[69] Tabibzadeh S， Kong QF， Babaknia A， May LT. Progressive rise in the expression of 
interleukin-6 in human endometrium during menstrual cycle is initiated during the implantation window. 
Hum Reprod 1995；10，2793-2799. 
[70] Kopf M，  Baumann H，  Freer G，  Freudenberg M，  Lamers M，  Kishimoto T，Zinkernagel R，
Bluethmann H， Kohler G. Impaired immune and acute-phase responses in interleukin-6-deficient mice. 
Nature 1994；368，339-342. 
[71] Salamonsen LA， Dimitriadis E， Robb L. Cytokines in implantation. Semin Reprod Med 
2000；18，299-310. 
[72] Lim KJ， Odukoya OA， Ajjan RA， Li TC， Weetman AP， Cooke ID. The role of T-helper cytokines in 
human reproduction. Fertil Steril 2000；73，136-142. 
[73] Dinarello CA. Biology of interleukin 1. FASEB J 1998；2，108-115. 
[74] Simon C， Frances A， Piquette GN， el Danasouri I， Zurawski G， Dang W， Polan ML. 
Embryonic implantation in mice is blocked by interleukin-1 receptor antagonist. Endocrinology 1994；
134，521-528. 
[75] Simon C， Gimeno MJ， Mercader A， O'Connor JE， Remohi J， Polan ML， Pellicer A. 
Embryonic regulation of integrins beta 3， alpha 4， and alpha 1 in human endometrial epithelial cells 
in vitro. J Clin Endocrinol Metab 1997；82，2607-2616. 
[76] Gonzalez RR， Leavis P. Leptin upregulates beta3-integrin expression and interleukin- 
1beta， upregulates leptin and leptin receptor expression in human endometrial epithelial cell cultures. 
Endocrine 2001；16，21-28. 
[77] Simon C， Piquette GN， Frances A， Polan ML. Localization of interleukin-1 type I 
receptor and interleukin-1 beta in human endometrium throughout the menstrual cycle. J Clin 
Endocrinol Metab 1993；77，549-555. 
[78] Boucher A， Kharfi A， Al-Akoum M， Bossu P， Akoum A. Cycle-dependent expression of 
interleukin-1 receptor type II in the human endometrium. Biol Reprod 2001；65，890- 898. 
[79] Kondera-Anasz Z， Sikora J， Mielczarek-Palacz A， Jonca M. Concentrations of interleukin (IL)-1alpha， 
IL-1 soluble receptor type II (IL-1 sRII) and IL-1 receptor antagonist (IL- 1 Ra) in the peritoneal fluid and 
serum of infertile women with endometriosis. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 2005；123，198-203. 
[80] Cervero A， Horcajadas JA， Martin J， Pellicer A， Simon C. The leptin system during 






[81] Houseknecht KL， Baile CA， Matteri RL， Spurlock ME. The biology of leptin: a review. J 
Anim Sci 1998；76:1405-1420. 
[82] Holness MJ， Munns MJ， Sugden MC. Current concepts concerning the role of leptin in 
reproductive function. Mol Cell Endocrinol 1999；157:11-20. 
[83] Zhang Y， Proenca R， Maffei M， Barone M， Leopold L， Friedman JM. Positional cloning of the 
mouse obese gene and its human homologue. Nature 1994；372:425-432. 
[84] Chehab FF， Lim ME， Lu R. Correction of the sterility defect in homozygous obese 
female mice by treatment with the human recombinant leptin. Nat Genet 1996；12:318-320. 
[85] Mounzih K， Lu R， Chehab FF. Leptin treatment rescues the sterility of genetically obese 
ob/ob males. Endocrinology 1997；138:1190-1193. 
[86] Gumbiner BM. Cell adhesion: the molecular basis of tissue architecture and 
morphogenesis. Cell 1996；84，345-357. 
[87] Huber O， Bierkamp C， Kemler R. Cadherins and catenins in development. Curr Opin 
Cell Biol 1996；8，685-691. 
[88] Riethmacher D， Brinkmann V and Birchmeier C. A targeted mutation in the mouse E- 
cadherin gene results in defective preimplantation development. Proc Natl Acad Sci USA 1995；92，
855-859. 
[89] Fujimoto J， Ichigo S， Hori M， Tamaya T. Alteration of E-cadherin， alpha- and beta- 
catenin mRNA expression in human uterine endometrium during the menstrual cycle. Gynecol 
Endocrinol 1996；10，187-191. 
[90] Gumbiner BM. Cell adhesion: the molecular basis of tissue architecture and 
morphogenesis. Cell 1996；84，345-357. 
[91] Li Q， Wang J， Armant DR， Bagchi MK， Bagchi IC. Calcitonin down-regulates E-cadherin expression 
in rodent uterine epithelium during implantation. J Biol Chem 2002；277，46447-46455. 
[92] Kliman HJ， Honig S， Walls D， Luna M， Mc Sweet JC， Copperman AB. Optimization of endometrial 
preparation results in a normal endometrial test (EFT) and good reproductive outcome in donor ovum 
recipients. Physiology 2006；23:299-303. 
[93] Dubowy R， Feinberg R， Keefe D， Doncel G， Williams S， McSweet J， Kliman HJ. 
Improved endometrial assessment using cyclin E and p27. Fertil Steril 2003；80:146- 56. 
[94] Kliman HJ. The soil test for your endometrium: the endometrial function test (EFT). 
Fertility today 2006；spring:108-111. 
[95] Stanley ER， Guilbert LJ， Tushinski RJ， Bartelmez SH. CSF-1-a mononuclear phagocyte 
lineage specific haemopoietic growth factor. J Cell Biochem 1983；21:151-159. 
[96] Pollard JW， Hunt JS， Wiktor-Jedrzejczak WQ， Stanley ER. A pregnancy defect in the 
osteopetrotic (op/op) mouse demonstrates the requirement for CSF-1 in female fertility. Dev Biol 
1991:148:273-283. 
[97] Cohen E， Zhu L， Pollard JW. Absence of colony stimulating factor-1 in osteopetrotic (cs 





[98] Daiter E， Pampfer S， Yeung YG， Barad G， Stanley ER， Pollard JW. Expression of colony stimulating 
factor-1 in the human uterus and placenta. J Clin Endocrinol Metab 1992:74:850-858. 
[99] Katano K， Matsumoto Y， Ogasawara M， Aoyama T， Ozaki Y， Kajiura S， Aoki. Low 
serum M-CSF levels are associated with unexplained recurrent abortion. Am J Reprod Immunol 1997；
38:1-5. 
[100] Shinetugs B， Runesson E， Bonello NP， Brannstrom M， Norman RJ， Colony stimulating factor-1 
concentrations in blood and follicular fluid during the human menstrual cycle and ovarian stimulation: 
possible role in the ovulatory process. Hum Reprod 1999；14:1302-1306. 
[101] Simon C， Martin JC and Pellicer A. Paracrine regulators of implantation. Baillieres Best Pract Res Clin 
Obstet Gynaecol 2000；14:815-826. 
[102] Enders A. A morphological analysis of the early implantation stages in the rat. Am J 
Anat 1967；125:1-29. 
[103] Ledee-Bataille N，  Lapree-Delage G，  Taupin JL，  Dubanchet S，  Frydman R and Chaouat G. 
Concentration of leukaemia inhibitory factor (LIF) in uterine flushing fluid is highly predictive of embryo 
implantation. Hum Reprod 2002；17:213-218. 
[104] Ganong WF. Review of Medical Physiology. 22nd Edition 2005:411-467. 
[105] Boomsma， CM， Kavelaars A， Eijkemans MJC， Amarouchi K， Teklenburg G， Gutknecht D. 
Cytokine profiling in endometrial secretions: a non-invasive window on endometrial receptivity. 
Reproductive BioMedicine Online 2009；18，85-94. 
[106] Haouzi D， Mahmoud K， Fourar M， Bendhaou K， Dechaud H， Reme T， Dewailly D，Hamamah S. 
Identification of new biomarkers of human endometrial receptivity in the natural cycle. Human 
Reproduction 2009； 24，198-205. 
[107] Singh H， Aplin J. Adhesion molecules in endometrial epithelium: tissue integrity and 
embryo implantation. Journal of Anatomy 2009； 215， 3-13. 
[108] Aghajanova L， Hamilton AE， Giudice LC. Uterine Receptivity to Human Embryonic 







Francesca Ciani ， Natascia Cocchia ， Luigi Esposito and Luigi Avallone 
Department of Biological Structures， Functions and Technology 
Department of Veterinarian Clinical Sciences 
Department of Animal Sciences and Inspection of Food of Animal Origin 
University of Naples Federico II 
Italy 
1．引言 



















































































































象会对其造成不可挽回的损害（Mazur et al.,1972；McGann & Farrant,1976）。这表明
只要复温时能阻止冰晶重结晶穿过细胞膜，渗透压梯度对细胞膜造成的损害是可以修复























































降低介质的冰点，减少细胞外冰晶形成（Amann,1999；Kundu et al.,2002）。 
对甘油冷冻保护作用的历史性发现是在 1984 年，当时 Polge 等（1949）发现鸡的精子













































动物中收集 1,000份精子进行保存 （Comizzoli et al.,2000）。 





































































Whittingham（1977），Whittingham et al.（1972），Wilmut（1972）and Wilmut & 
Rowson（1973），这比 Polge（1949）成功冷冻精子晚了 20 多年。在很多年后冷冻模式形
成了一个基本方案（Willadsen et al.,1976；1978），并且这种方案目前仍被广泛应用，










et al.,1988； Pope et al.,1984；Pope,2000； Cocchia et al.,2010），或者牛可以做
为研究其他有蹄动物的模型（Loskutoff et al.,1995）。不幸的是，对于很多动物（如大
象、犀牛）来说，仍没找到合适的模型，研究者只能利用研究其他物种所得到的有限资源




























反过来了（Almondin et al.,2010；Cranfield et al.,1992）。企业需要将冻融移植技术
推行到养牛业以达到商业化水平（Abe & Hoshi,2003；Armstrong et al.,1995）。据国际














































































序，其当前的标签只是实验技术（Noyes et al.,2010）。 
冻存成熟卵母细胞的替代方案是冷冻已近成熟形态和刚开始减数分裂的卵母细胞，但
必须确保其成熟和进入 MⅡ前冷冻（Luvoni & Pellizzari,2000）。有证据表明冷冻生发








成熟卵母细胞造成损害似乎很小（Luvoni & Pellizzari,2000；Arav et al.,1993）。可


























et al.,1976；1978）和玻璃化冷冻技术。在大部分 IVF 中心，慢速冷冻方法是一个标准的
操作程序，但是非常耗时。在慢速冷冻过程中，将种质逐步暴露于浓度较低的渗透性冷冻
保护剂（CPs）中。其培养介质中加入 1.0～1.5 mol/L 的甘油或 DMSO。其他冷冻保护剂也
被广泛应用，他们可以单独使用或组成不同的组合。这些保护剂包括渗透性 CPs 如乙二醇
（EG）和丙二醇（PROH）（Chen,1986）和非渗透 CPs 如蔗糖、葡萄糖或果糖。然后，种质
以较小的体积被装进麦管内，以-1～-2 ℃/min 的速度冷却到-7 ℃，在-7 ℃植冰，然后
以−0.3 ℃/min 的速度冷却到-30 ℃～-35 ℃，放入液氮前自由降温到-50 ℃。这个过程
一般需要 3 h。至今，没有足够的证据显示这么慢的冷冻过程是必要的。 
另一个改善卵母细胞存活率的方法是玻璃化冷冻。玻璃化冷冻是一个超速冷冻方法，




液氮浆，需要将液氮冷却到凝固点（-210 ℃）。利用真空仪 VitMaster（IMT LtdNess 
Ziona,Israel）产生浆状物，VitMaster 是一种能把液氮的温度降到-205 ℃～-210 ℃的
设备。卵母细胞或胚胎悬浮在黏性介质中。这是根据玻璃化过程中使用的不同 CPs 和其他
添加物的浓度和性能定义的。CPs 浓度越高，玻璃化转化温度（Tg）就越高，因此冰核形
成和结晶的机会就越低。不同的 CPs 和其他添加物有不同的毒性、渗透率和 Tg。不同的
CPs 结合后往往能增加介质黏度和 Tg，降低毒性。在畜牧业中，为了避免操作后复温胚
胎，并允许能直接进行胚胎移植，EG 因为穿透率较经常被作为渗透性冷冻保护剂使用
（Saha et al.,1996）。 
最近，由最小体积的 15%（V/V）EG，15%（V/V）DMSO 或 PROH 和 0.5 mol/L 蔗糖混合
而成的低浓度溶液被用于人卵母细胞的玻璃化冷冻中。这种方法进一步减少溶剂的毒性。




（minimum drop size）MDS（Arav 1992；Arav & Zeron，1997）、冷冻薄膜（Cryotop）、
冷冻环（Cryoloop）、半麦管（Hemi-straw）、固体表面（solid surface）、尼龙网栅
(nylon mesh)、冷冻薄片(Cryoleaf)、直接覆盖玻璃化(direct cover vitrification)、
纤维塞（fiber plug）、玻璃化板（ vitrification spatula）、Cryo-E，  塑料片
（plastic blade）和 Vitri-Inga。管技术包括：塑料麦管（plastic straw）、手工拉制
的不封口的毛细管（open pulled straw，OPS）、手工拉制的封口的毛细管（closed 
pulled straw ， CPS ）、柔性吸管（ flexipetdenuding pipette ）、超细的 OPS
（superfine OPS）、冷冻尖（CryoTip）、吸管尖（pipette tip）、高安全性玻璃化仪
（high-security vitrification device）、手工拉制的密封的麦管（sealed pulled 













被发现，吸取大于 5 mm的卵泡可以获得未成熟的卵丘-卵母细胞复合体。 
在处理卵巢组织过程中，较小的窦卵泡破裂释放出卵母细胞并落到皿的底部，其大小
和质量变化于无功能的裸卵到更大的有卵丘包绕的卵母细胞之间。从每个皿的底部收集卵







层中原始卵泡内含有较小的卵母细胞，当组织被切成 1～2 mm×1～2 mm×10 mm 的小条时
这些卵母细胞冷冻后很容易存活。 
常用的卵巢组织慢速冷冻方案如下：首先在 1.5 mol/L 乙二醇和 0.1 mol/L 蔗糖中孵
化 20～30 min 后，将含有卵巢组织块的冷冻管以-2 ℃/min 的速度冷却至-7 ℃，植冰，
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